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Resumo
       Segundo a Organização Mundial de Saúde, doenças infecciosas são a segunda principal
causa de morte no mundo. O peptidoglicano, um importante componente presente na parede
celular de praticamente todas as Eubacterias, confere rigidez e forma além de ser importante
em  processos  como  divisão,  crescimento  e  proteção  contra  osmólise.  O  mecanismo  de
inibição de sua síntese é o alvo de uma grande classe de antibióticos utilizados hà décadas
com grande sucesso. O principal grupo desta classe são os compostos beta-lactâmicos, como
a penicilina que, devido a semelhança estrutural com o substrato natural das proteínas PBPs
(Penicillin  Binding  Proteins),  são  capazes  de  se  ligar  ao  sítio  ativo  dessas  proteínas.  O
mecanismo de inibição ocorre através da ligação covalente do anel beta-lactâmico ao domínio
conservado TP (Transpeptidase) das proteínas PBPs, inibindo a atividade dessas proteínas
que é essencial na última etapa da síntese do peptidoglicano. Devido ao sucesso bactericida,
compostos beta-lactâmicos, como a penicilina, têm sido utilizados, com eficácia, há mais de 60
anos. Porém, as bactérias podem superar a ação de antibióticos através de diferentes formas,
atualmente  sabe-se  que  25%  de  todas  as  linhagens  invasivas  de  S.  pneumoniae são
resistentes à penicilina,  principalmente devido à alterações estruturais  no domínio TP das
proteínas PBPs que impede a ligação dos compostos antibacterianos atualmente utilizados.
Sendo  assim,  buscas  por  novos  compostos  que  possam utilizar  esse  mesmo  importante
mecanismo  de  inibição  têm  sido  incentivadas  em todo  o  mundo.  Os  compostos  naturais
trazem uma grande diversidade química, incluindo substâncias inéditas, servindo como ótimos
protótipos para o desenvolvimento de novos fármacos. Diante disso, este trabalho teve por
objetivo,  de  um  modo  precursor  no  Brasil,  utilizar  bibliotecas  comerciais,  bem  como
bibliotecas recém montadas, contendo compostos naturais inéditos para testes na plataforma
de High Throughput Screening   do Laboratorio Nacional de Biociências (LNBio), juntamente
com ensaios ortogonais bioquímicos e cristalográficas de modo a encontrar novos compostos
ligantes ao domínio TP da proteína PBP2x de S. pneumoniae que poderão ser utilizados como
ponto de partida para o desenho racional de novos fármacos. Um composto foi identificado e
isolado apartir  de  uma fração etanólica  de produto  natural  e  mostrou-se  sendo capaz de
interagir  com a  PBP2x  através  de  ensaio  de  anisotropia  de  fluorescência  e  Ressonância
Magnética Nuclear, sendo portanto o primeiro inibidor não covalente reportado para esse alvo
essencial à sobrevivência bacteriana.
Abstract
According to the World Health Organization infectious diseases are the second leading cause
of death worldwide. The peptidoglycan is an important structure present in the cell  wall  of
almost all eubacteria, and its role is to confer rigidity and shape. In addition, it is also important
in  processes  such  as  division,  growth  and  protection  from  osmotic  lysis.  Thus  the
peptidoglycan is  an important antibacterial target and the inhibition of its synthesis is the target
of a large class of antibiotics used for decades with great success. The main group consists of
beta-lactam  compounds  such  as  penicillin  that  due  to  structural  similarity  to  the  natural
substrate of  PBPs (Penicillin  Binding Proteins) are able to  bind to  the active site  of  these
proteins.  The  mechanism of  inhibition  occurs  through  covalent  binding  between  the  beta-
lactam ring and the conserved TP (Transpeptidase) domain of PBPs, inhibiting the activity of
these  proteins  which  catalyze  an  essential  step  of  peptidoglycan  synthesis.  Due  to  their
successful bacteriolytic activity, beta-lactam compounds have been used for over 60 years. 
Bacteria can overcome the action of antibiotics in different ways; for example, it is now known
that  25%  of  all  invasive  strains  of  S.  pneumoniae are  penicillin-resistant,  mainly  due  to
structural  changes  in  the  transpeptidase  (TP)  domain  of  PBPs  that  prevent  binding  of
antibacterial  compounds.  Thus,  searches  for  novel  compounds  that  can  use  this  same
important mechanism of inhibition have been encouraged worldwide. Natural extracts show
great  chemical  diversity,  including new compounds,  and could serve as prototypes for  the
development of new drugs. Thus, this pioneer study aims to use commercial libraries as well as
newly assembled ones with novel natural compounds for testing in High Throughput Screening
at the Brazilian Biosciences National Laboratory (LNBio). In addition, orthogonal assays and X-
ray crystallography experiments were also performed in the search for new molecules able to
bind to the TP domain and that could eventually be used as starting points for rational design of
new antibacterial agents. A compound was identified and isolated from an ethanolic fraction of
natural  product  and  was  shown to  be  capable  of  interacting  with  PBP2x  by  fluorescence
anisotropy assay and Nuclear Magnetic Resonance, thus being the first non-covalent inhibitor
reported for that essential bacterial target.
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1. Introdução
1.1 Bactérias Patogênicas e Bactérias Resistentes
A  presença  de  mecanismos  que  aumentam  a  capacidade  de  infecção  e
permanência  das  bactérias  no  hospedeiro,  de  modo  a  superar  o  sistema
imunológico,  caracterizam  sua  patogenicidade  (Smith,  1995).  Segundo  a
Organização  Mundial  da  Saúde  (World  Health  Organization  –  WHO)  doenças
infecciosas são a segunda principal causa de morte no mundo, são causadas por
micro-organismos  patogênicos  que  podem se  dispersar  rapidamente  direta  ou
indiretamente na população (WHO, 2004).
Antibióticos são substâncias químicas utilizadas com objetivo de matar ou inibir o
crescimento bacteriano, sendo utilizados no tratamento de infecções por esses
micro-organismos.  Atualmente  o  aparecimento  de  cepas  resistentes  aos
tratamentos têm sido um grande problema na terapia antibacteriana (WHO 2007;
Judlin  et al., 2010). Uma bactéria é considerada resistente quando ela se torna
insensível  à  ação do antibiótico/fármaco,  sendo capaz de crescer,  in  vitro,  em
concentrações mais altas do que a maior concentração alcançada pelo fármaco no
local da infecção (Høiby  et al., 2010). A resistência aos antibióticos é codificada
pelo genoma de cada bactéria, que desencadeia o surgimento de mecanismos
capazes de inibir estes compostos, podendo ser  natural ou adquirida (Chen et al.,
2009; Obata, 2010). Na resistência natural, todas as linhagens de uma bactéria
em  particular  exibem  o  mesmo  modo  de  resistência  inata,  já  na  resistência
adquirida existe uma alteração na composição genética de um micro-organismo
que faz com que o agente antimicrobiano antes efetivo não mais o seja (Ravat et
al., 2010). A resistência à antibióticos pode ainda ser classificada como a) simples,
quando a bactéria resiste à ação de um único antibacteriano; b) múltipla, quando
há simultaneidade de resistência a dois ou mais antibacterianos; e c)  cruzada,
quando  o  mecanismo  de  resistência  para  um  determinado  antibacteriano  se
estende  também  sobre  outros  (Jacob  et  al.,  2004).  As  principais  classes  de
compostos antibacterianos inibem basicamente quatro grandes classes de alvos: a
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biossíntese  da  parede  bacteriana,  a  biossíntese  de  proteínas  bacterianas,  a
replicação do DNA e a biossíntese da coenzima folato (Walsh, 2003).
1.2 Peptidoglicano
O  principal  constituinte  da  parede  bacteriana  é  o  peptidoglicano,  também
conhecido como mureína. É um heteropolímero (Eggert et al., 2001) formado por
um  longo  esqueleto  glicano  (polissacarídico)  de  açucares  aminados,
interconectados por  aminoácidos que juntos compõe uma malha tridimensional
que  recobre  a  membrana  plasmática  de  praticamente  todas  as  eubactérias
(Ghuysen  &  Goffin,  1999),  formando  a  parede  celular  (Mengin-Lecreulx  &
Lemaitre, 2005).  A malha de peptídoglicano é responsável pela rigidez e forma da
parede  celular  das  bactérias  e  está  intimamente  relacionada  ao  processo  de
divisão celular, além de conferir proteção contra osmólise. (Romaniuk & Cegelski,
2015)
O componente  açúcar  consiste  em resíduos  alternados de  N-acetilglicosamina
(NAG) e ácido N-acetilmurâmico (NAM) ligados através de ligações glicosídica β-
1,4 formando uma fita. Ligado às moléculas de NAM desta fita encontra-se uma
cadeia peptídica de 3 a 5 aminoácidos. Essa cadeia peptídica faz uma ligação
cruzada com a cadeia peptídica de outra fita formando assim pontes peptídicas
que conectam fitas de NAG e NAM de modo a formar uma malha tridimensional
(Figura 1).
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Figura 1: Representação esquemática da composição do peptidoglicano. N-
acetilglicosamina (NAG) unidos por ligação glicosídica à ácido N-acetilmurâmico 
(NAM) que apresenta cadeias peptídica responsáveis pela formação da malha 
tridimensional (Malinicova et al., 2010 adaptada)
A camada de peptidoglicano é consideravelmente mais fina em bactérias Gram-
negativas  (1-8  nm)  do  que  em  bactérias  Gram-positivas  (20-80  nm).  O
peptidoglicano é responsável por aproximadamente 90% do peso seco de Gram-
positivas  mas  apenas  10%  em  Gram-negativas.  Assim,  a  presença  de  altas
concentrações  de  peptidoglicano  é  o  determinante  primário  da  caracterização
Gram (Hogan, 2010). Em ambas linhagens Gram, partículas de aproximadamente
2 nm conseguem passar através do peptidoglicano (Kim et al., 2015).
A síntese de peptidoglicano inicia-se no citoplasma, onde ocorre a formação de
UDP-N-acetilmuramilpentapeptídeo, que é o ácido N-acetilmurâmico ligado a um
pentapeptídeo,  frequentemente  composto  pela  sequencia  de  aminoácidos  L-
alanina, ácido D-glutâmico, L-lisina, D-alanina e D-alanina (Kim et al., 2015). A L-
lisina é um diaminoácido e, portanto, permanece com um grupo amino livre após a
formação da ligação peptídica com os aminoácidos subseqüentes. Este terceiro
aminoácido não é necessariamente sempre L-lisina, dependendo da espécie, pode
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ser outro diaminoácido (Barreteau et al., 2008). A L-alanina é isomerizada para D-
alanina pela enzima lisina racemase, e então é dimerizada em D-alanil-D-alanina.
O N-acetilmuramilpentapeptídeo formado no citoplasma liga-se  a  um carreador
lipídico transmembrânico (lipídeo I) e recebe N-acetilglicosamina, então o complexo
passa a ser chamado de lipídeo II (Figura 2). 
    Figura 2.  Lipideo II formado por um  dissacarídeo com um pentapetídeo. Essa é a
unidade monomérica do peptidoglicano (adaptado de  Nagarajan et al. 1994).
Este  dissacarídeo  (NAG-NAM)  com um pentapeptídeo  ligado  a  ancora  lipídica
através de uma ligação pirofosfato (lipídeo II) é translocado para a porção externa
da  membrana  citoplasmática,  onde  então  são  polimerizados  (transglicosilação)
criando-se as fitas estruturais.  Estas ‘fitas’,  por sua vez, são unidas através de
ligações cruzadas (transpeptidação) entre o pentapeptídeo, ligando as cadeias de
peptidoglicano tanto dentro de uma camada como também entre outras camadas,
formando assim uma estrutura em forma de rede (van Heijenoort, 2001). Ambas
reações,  transglicosilação  e  transpeptidação,  são  realizadas  por  proteínas
ligadoras de penicilina (PBPs). A ligação cruzada entre os amino ácidos é feita por
domínios transpeptidases, resultando em uma estrutura tridimensional. 
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A natureza  da  transpeptidação  varia  de  acordo  com  a  espécie  de  bactéria,
podendo-se variar a posição da ligação (van Heijenoort & Gutmann., 2000), sendo
estas  ligações  catalisadas  pelo  domínio  transpeptidase  das  PBPs  ligadas  à
membrana.  Por  fim,  as  DD-carboxipeptidases  removem  as  D-Ala  que  não
reagiram de forma a  limitar  a  extensão das ligações cruzadas.  (Murray  et  al.,
2010). O processo de formação de peptidoglicano é dinâmico, ao mesmo tempo
em  que  há  síntese,  há  a  atuação  de  enzimas  que  o  degradam   conferindo
plasticidade à esta megamolécula que compõe a parede celular (Laddomada et al.,
2016). A formação do peptidoglicano é apresentada na Figura 3.
Figura 3: Síntese bioquímica do peptidoglicano (Nikolaidis et al., 2014)
Em resumo o precursor Lipídeo II é sintetizado no citoplasma (O) pela família das
proteínas  mur são então modificados na membrana (IM) (Bouhss  et al., 2008) e
transferidos para o espaço peripasmático (PS), onde as PBPs, que apresentam
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sítio ativo glicosiltransferase, transglicosilam formando a fita de NAG e NAM. As
fitas  compostas  pelo  dissacarídio  são,  então,  transversalmente  conectadas
através da ação de transpeptidase de PBPs para formar o peptidoglicano maduro.
De modo geral este processo ocorre para as bactérias Gram-positivas, sendo que
nas Gram-negativas existe uma pequena variação no local  da ligação cruzada
(Franklin & Springer 2005).
1.3 Proteínas Ligadoras de Penicilina (PBPs)
PBPs catalisam a última etapa da síntese do peptídoglicano: a polimerização da
fita de glicano (Transglicosilação) e a ligação cruzada entre os peptídeos ponte
que unem as cadeias de glicano em uma malha tridimensional (Transpeptidação).
Algumas PBPs podem ainda hidrolisar o último resíduo D-alanina dos peptídeos
participantes da ligação cruzada (DD-carboxipeptidação) ou hidrolisar a ligação
peptídica  que  conecta  as  duas  fitas  glicano  (DD-endopeptidação)  de  modo  a
regular a produção de peptidoglicano (Figura 4).
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Figura 4:   Esquema ilustrando as reações catalisadas por PBPs (adaptado de
Thanbichler & Shapiro, 2008).
Análises de diferentes genomas bacterianos mostram que as PBPs variam em
número, tamanho, quantidade e afinidade pelos antibióticos beta-lactâmicos nas
diferentes espécies bacterianas (van Heijenoort, 2001; Sauvage et al., 2008). As
PBPs são divididas em dois principais grupos, as de alto peso molecular (HMM) e
as de baixo peso molecular (LMM. As PBPs HMM são proteínas multimodulares
responsáveis pela polimerização do peptidoglicano e por sua inserção na parede
celular pré existente (Goffin & Ghuysen,1998; Born  et al., 2006). Apresentam-se
com uma região citoplasmática, uma região de ancoragem transmembrana e dois
domínios unidos por um linker rico em fitas beta localizado na superfície externa
da membrana citoplasmática, local onde ocorre a síntese do peptidoglicano (Goffin
& Ghuysen, 1998; Macheboeuf et al., 2006; Lovering et al., 2007). Dependendo da
estrutura  e  da  atividade  catalítica  de  seu  domínio  N-terminal,  as  PBPs  HMM
pertencem a  classe A ou B. Na classe A, o domínio N-terminal é responsável pela
atividade de glicosiltransferase, catalisando a elongação das cadeias glicano. Na
classe  B,  acredita-se  que  o  domínio  N-terminal  tenha  papel  na  morfogênese
18
celular, interagindo com outras proteínas envolvidas no ciclo celular (Höltje, 1998;
den Blaauwen et al., 2008; Zapun et al., 2008). Já o domínio carboxi-terminal (C-
terminal) é responsável pela ligação covalente à penicilina (Penicillin Binding) de
ambas as classes e este possui uma atividade de DD-transpeptidase, catalisando
o crosslink peptídico entre duas cadeias glicano adjacentes (Figura 5). Por fim, as
PBPs LMM, também conhecidas como classe C, apresentam atividade de DD-
carboxipeptidase  ou  DD-endopeptidase,  capazes  portanto  de  hidrolisar  o
peptidoglicano,  sendo  importantes  no  processo  de  regulação  da  síntese  e
remodelação (Goffin & Ghuysen, 1998; Nemmara et al., 2011; Mattei et al., 2011).
S. pneumoniae,  por exemplo, apresentam seis PBPs: três de classe A (PBP1a,
PBP1b, e PBP2a), duas de classe B (PBP2x e PBP2b),  e uma D -Ala, D -Ala
carboxipeptidase (PBP3).
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Figura 5. Visão global da estrutura da PBP1b (classe A) e da PBP2x (classe B) de
S. pneumoniae. TP: Domínio de ligação à penicilina, com atividade de 
transpeptidase. (adaptado de Contreras-Martel et al., 2009)
 
Todas as PBPs compartilham a atividade de DD-peptidase  (endo-, carboxi- ou
transpeptidase)  (Goffin  & Ghuysen,1998)  catalizada pelo  domínio  de  ligação à
penicilina (TP). Durante a catálise este domínio liga-se de modo não covalente ao
peptídeo ponte do peptidoglicano, logo após a serina catalítica ataca o carbono do
grupamento  carbonil  do C-terminal  da ligação peptídica D-Ala-D-Ala  levando a
formação  de  um  intermediário  enzima-acil  e  a  liberação  do  C-terminal  D-Ala
(acilação). Por fim, ocorre o processo de de-acilação em que ocorre hidrólise dos
peptídeos  ponte  em  tetrapeptídeos,  bloqueando  futuras  ligações  cruzadas  do
peptidoglicano  (Goffin  &  Ghuysen,  2002)  (carboxipeptidação),  ou  a  formação
dessas com um segundo peptídeo haste do peptidoglicano (transpeptidação). Já a
atividade DD-endopeptidase consiste na hidrólise da ligação feita pela atividade de
transpeptidação (Sauvage et al., 2008; Mattei et al., 2011).
 TP  TP
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O domínio  TP é  altamente  conservado,  e  a  ele  ligam-se  os  antibióticos  beta-
lactâmicos, inibindo a atividade enzimática de DD-peptidase do domínio através
de sua semelhança estrutural com o substrato natural das PBPs, o dipeptídeo final
D-Ala-D-Ala do pentapeptídeo (Sauvage, 2016), como ilustrado na Figura 6.
Figura 6 Estruturas do substrato natural das PBPs (D-ala-D-ala) e a penicilina. No
canto superior esquerdo é apresentada a estrutura do substrato de D-Ala-D-Ala,
no superior direito a estrutura de um β-lactâmico (penicilina), mostrando os amida,
carboxilo, e grupos de anel β-lactâmicos. Abaixo é mostrada a sobreposição do
substrato de D-Ala-D-Ala em vermelho com penicilina demonstrando o mimetismo
molecular (Weizmann Institute of Science in Israel).
O  domínio  TP  é  constituído  por  dois  sub-domínios,  uma  folha  beta  central
composta  por  cinco  fitas  (β1–β5)  rodeada  por  três  alfa-hélices  e  um domínio
composto  apenas  por  hélices.  O  sítio  ativo  recai  na  interface  desses  dois
subdomínios, sendo composto por nove resíduos amplamente conservados entre
as PBPs, descritos a seguir. A serina catalítica está posicionada no começo da
alfa-hélice 2 e é seguida por uma lisina para formar o motivo SXXXK. Um segundo
motivo SXN está situado no loop entre as alfa-hélices 4 e 5.  Quatro resíduos
conservados formam o terceiro motivo KTG(T/S). O nono residuo é uma glicina
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conservada situada na parte de trás do sítio ativo (Figura 7) (Macheboeuf  et al.,
2006, Sauvage et al., 2008). 
Figura 7: Domínio TP e os motivos conservados do sítio ativo da PBP1b de  S.
pneumoniae (PDB: 2BG1). O motivo SXXK está apresentado com os resíduos de
serina e lisina conservados em amarelo, os resíduos de serina e asparagina do
motivo  SXN em verde  e  os  resíduos de  lisina,  treonina,  glicina  e  treonina do
motivo KTG(T/S) em magenta com letras pretas. A glicina situada atrás do sítio
ativo está representada em vermelho.
Através de estruturas resolvidas de PBPs complexadas à moléculas miméticas ao
substrato natural  (Nicola  et  al.,  2005;  Sauvage  et al.,  2007;  Macheboeuf  et al.
2006)  verifica-se  que  o  penúltimo  D-alanina  do  peptídeo  ponte  encaixa-se
perfeitamente no sítio ativo com o grupamento amida localizado entre a cadeia
lateral da asparagina do segundo motivo e o esqueleto da fita beta-3 que circunda
o sítio ativo. O oxigênio do grupamento carbonil da penúltima D-alanina recai na
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cavidade do oxiânion e o grupo metil é inserido no bolso hidrofóbico mostrando a
importância da glicina conservada atrás do sítio ativo. O carboxilato da D-alanina
que é  clivada,  é  orientado através de dois  agrupamentos hidroxila  do  terceiro
motivo. 
Em resumo, dos nove resíduos conservados a asparagina do segundo motivo e
ambos agrupamentos hidroxila do terceiro motivo são importantes para o correto
posicionamento do substrato. A glicina do terceiro motivo é necessária para evitar
a  obstrução  estérica  do  sítio  ativo.  A glicina  na  região  atrás  do  sitio  ativo  é
importante para a ligação específica das PBPs com o penultimo resíduo D-alanina
do peptídeo haste (Adediran et al., 2005).
A figura 8 apresenta a estrutura da PBP1b de  S. penumoniae  complexada ao
inibidor ácido borônico bem como as interações atômicas do complexo. O inibidor
é representado em azul, com sua densidade eletrônica sendo mostrada formando
uma ligação covalente entre a Serina catalítica e o átomo de boro. Apesar da
conformação ser muito semelhante a conferida aos beta-lactâmicos, a região do
sítio ativo permanece predominantemente vazia devido ao pequeno tamanho do
composto o que acarreta em um fraca afinidade (Contreras-Martel et al., 2011).
Figura 8: Sítio ativo da PBP1b complexada a um alquil-boronato. Esquerda, mapa
Fo  – Fc  à 3.0 σ calculado antes da inclusão do ligante (verde). As cadeias laterais
são mostradas em sticks com os átomos de carbono da proteína em amarelo e do
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ligante em roxo. Direita, representação 2D esquemática LIGPLOT da região de
interação entre o ligante e a proteína. (Contreras-Martel et al., 2011)
PBPs apresentam diferentes graus de sensibilidade a antibióticos beta-lactâmicos
com os quais forma um complexo estável acil-enzima. A maioria das estruturas
foram resolvidas na forma apo e complexadas com betalactâmicos (Kuzin  et al.,
1995; Gordon  et al.,2000; Lim & Strynadka, 2002; Sauvage  et al.,  2002, 2005;
Macheboeuf  et al., 2005; Nicola  et al., 2005; Silvaggi  et al., 2005; Kishida  et al.,
2006;  Contreras-Martel  et  al.,  2006;  Moon  et  al.,  2018).  O modo de interação
segue o mesmo esquema do complexo  formado a partir da interação entre PBPs
e o substrato  D-ala-D-Ala.  A figura 9 é um exemplo típico das interações que
ocorrem entre o sítio ativo das PBPs e um antibiótico beta-lactâmico.   
Figura 9: Estrutura do complexo acilado entre PBP1b de S. pneumoniae e o  beta-
lactâmico da classe das cefalosporinas cefotaxima em magenta (Contreras-Martel 
et al., 2011)
A porção carboxilato da cefotaxima além de fazer uma ligação covalente com a
Serina catalítica ainda faz contato com os oxigênios dos resíduos Thr558 e Thr560
presentes na fita β3 os demais resíduos mostrados atuam de modo a estabilizar o
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antibiótico através de suas cadeias principais e grupamentos carboxila revelando a
importância do posicionamento correto da fita para a ligação. Também destacam-
se no complexo os resíduos Asn430 e Ser428 em sua participação através de
pontes de hidrogênio na estabilização do complexo (Contreras-Martel et al., 2006)
 PBPs classe A:
A presença de PBPs da classe A é essencial para o crescimento celular na maioria
das bactérias (Ropp et al., 2002). Em E. coli a ausência de PBP1a ou PBP1b é
tolerada,  porém  a  ausência  de  ambas  simultaneamente  é  letal,  mesmo  na
presença da PBP1c (King et al., 2017). Deleção da PBP1, a única PBP classe A
de N. gonorreae, resulta na perda de viabilidade celular (Ropp et al., 2002). Em S.
pneumoniae  as  3  PBPs  classe  A  são  dispensáveis  isoladamente,  porém  a
presença ou da PBP1a ou PBP2a é necessária para crescimento da bactéria  in
vitro ( King et al., 2017). Em linhagens de B. subtilis que apresentam ausência das
4  PBPs  classe  A ainda  são  viáveis  e  produzem peptidoglicano  com  algumas
pequenas diferenças estruturais em relação a linhagens selvagens, além disso, foi
verificada uma taxa de crescimento reduzida nessa linhagem tetra mutante além
de  anormalidades  na  parede  celular  serem  vistas  com  mais  frequência
(McPherson & Popham, 2003).
A estrutura  geral  de  PBPs da classe A é  formada por  um domínio  N-terminal
acoplado ao domínio TP C-terminal, o  linker interdomínios é composto por uma
curta folha beta e uma alfa-hélice (Figura 10). Algumas PBPs da classe A contém
um  domínio  adicional  no  C-terminal  (Yeats  et  al.,  2002)  indicando  uma
organização  complexa  e  outras  funções  adquiridas  por  essas  PBPs.  Esses
domínios  podem  estar  envolvidos  de  alguma  forma  com  ligação  à  superfície
celular e interações proteína-proteína. (Sauvage  et al.,  2008; Macheboeuf  et al
2006; Mattei et al 2011; King et al., 2017)
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O domínio transpeptidase presentes na PBP1a e PBP1b de  S. pneumoniae e
PBP2  de  Staphylococcus  aureus  seguem exatamente  o  modelo  geral.  Porém
Macheboeuf e colaboradores (2005) observaram que o sítio ativo da PBP1b de S.
pneumoniae adota  uma  conformação  “fechada”  na  ausência  do  substrato  ou
antibiótico. Resíduos próximos ao domínio KTGT na fita beta 3 se movem para
longe da fita 4 e uma asparagina situada no loop que conecta essas duas fitas faz
uma ligação de hidrogênio com o esqueleto de um loop situado do outro lado do
sítio ativo, bloqueando assim a entrada no sitio catalítico. Essa alteração estrutural
provavelmente  desempenha  um  papel  regulatório  na  atividade  catalítica  da
PBP1b.
O domínio Transglicosilase, responsável pela formação da cadeia glicano, contém
praticamente apenas alfa-hélices (Lovering et al., 2007; Yuan et al., 2007) (Figura
10)  e  sua  estrutura  assemelha-se  a  lisozima  do  fago  λ,  mas  difere  de  todas
estruturas de glicosiltransferases conhecidas. Assim como na lisozima, o domínio
transglicosilase consiste em um subdomínio grande e um menor, separados por
uma fenda que contém o sítio ativo. Uma característica importante desse domínio
é a presença de uma região hidrofóbica que interage com a membrana e o Lipídeo
II.  Comparações entre PBP2 de  Staphylococcus aureus sem ligante e durante
interação com monenomicina, um produto natural que inibe glicosiltransferases,
revelaram que ocorre uma mudança conformacional no subdomínio menor  e que
a  flexibilidade  em  volta  da  região  de  linker que  conecta  os  domínios
transglicosilase e transpeptidase é mais elevada (Lovering et al., 2007). 
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Figura 10: Representação esquemática da dos domínios e da estrutura terciária
da PBP1a de S. penumoniae. A: Pequena região citoplasmática seguida por uma
hélice transmembrana TM, o domínio GT, a região do  linker, o domínio TP e a
porção C-terminal. B: O liinker interdomínios (ciano) está localizado na porção N-
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terminal.  Domínio  GT  em  roxo  e  TP  em  vermelho  e  laranja  com  o  ligante
cefotaxima em cinza (Contreras-Martel et al., 2006).
PBPs Classe B:
A estrutura geral das PBPs classe B pode ser vista na figura 11. Um domínio N-
terminal complexo é acoplado a um domínio transpeptidase no C-terminal  (Pares
et al., 1996; Lim e Strynadka, 2002; Sauvage et al., 2002; Contreras-Martel et al.,
2009; Contreras-Martel et al., 2017)). No domínio transpeptidase o resíduo que se
segue  após  o  terceiro  motivo  conservado  [KTG(T/S)]  é,  com  algumas  raras
exceções, alanina [KTG(T/S)A], enquanto que em PBPs classe A é uma treonina
ou serina [KTG(T/S)(T/S)] o que pode estar relacionado com a função específica
de cada uma das diferentes classes. Tem-se mostrado que o domínio N-terminal
possa  interagir  com  outras  proteínas  (Contreras-Martel  2017)  ou  ainda  possa
servir como um pedestal para que as PBPs cheguem ao seu alvo (Macheboeuf et
al., 2006).  O  linker interdomínios é composto por quatro a seis fitas-beta. Cinco
motivos conservados (I-V) dentro ou próximo ao linker constituem a assinatura das
PBPs classe B (Goffin, Ghuysen, 1998). O número de resíduos em cada loop ou
subdomínio entre os motivos conservados é característico de cada subclasse. A
Figura 11 apresenta a estrutura geral de PBPs classe B, apesar de não mostrar a
hélice  transmembrana,  excluída  de  modo  a  gerar  os  cristais,  nela  é  possível
observar uma região N-terminal elongada seguida do domínio transpeptidase. A
região N-terminal é formada por uma sub-região principalmente formada por alfa-
hélices  comumente  designada  como  “cabeça”,  uma  região  sabidamente  de
ancoragem formada por três fitas beta e o linker rico em hélices (Contreras-Martel
et al., 2017). 
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Figura  11:  PBP2  de  H.  pylori.  A  região  N-terminal  é  apresentada  em  azul
(cabeça),  vermelho  (ancoragem)  e  amarelo  (linker)  (Figura  adaptada  de
Contreras-Martel et al.,2017).
As  PBPs  da  classe  B  são  essenciais  para  o  processo  de  elongação  celular,
provavelmente  pela  sua  importância  na  interação  com  proteínas  estruturais
essenciais ao processo como a MreC (Contreras-Martel  et al., 2017)  e para a
manutenção de seu formato, sendo que sua inibição resulta em células esféricas
incapazes de formar colônias (Contreras-Martel 2017)). Além disso elas também
parecem  desempenhar  um  papel  transitório  no  início  do  processo  de  divisão
celular. Já em S. auerus a completa inativação dessa classe de proteínas parece






perfil  da  parede  celular,  apenas  em relação  a  diminuição  na  taxa  de  autólise
(Pinho  et  al.,  2000).  Além disso,  PBPs classe B desempenham um importante
papel na resistência a beta-lactâmicos em diversas bactérias (Zapun et al., 2007).
PBPs Classe C:
As PBPs da  classe C geralmente não são essenciais para sobrevivência das
bactérias (Duez  et al., 2001; Stefanova  et al., 2003), contudo, por apresentarem
atividade  carboxipeptidase  ou  endopeptidase,  podem  ser  necessárias  para  o
crescimento  celular  e  para  a  correta  incorporação do peptidoglicano  (Goffin  &
Ghuysen, 1998), uma vez que estão envolvidas na regulação da ligação cruzada
do peptidoglicano (Morlot et al., 2004). Além dessas funções algumas PBPs dessa
classe também podem desempenhar funções durante o processo de replicação
(Morlot  et  al.,  2004),  por   exemplo  células  com  PBPs  classe  C  deletadas
apresentam morfologia e forma irregulares (Guinane et al., 2006). De modo geral,
as  PBPs LMM tem um peptídeo  sinal  no  N-terminal  seguido  por  um domínio
transpeptidase e uma região transmembrana no C-terminal.
 1.4 Antibióticos 
Antibióticos  diferem-se  quanto  suas  propriedades  físicas,  químicas  e
farmacológicas, quanto ao mecanismo de ação e respectivo espectro. (Goodman
& Gilman's, 2008; Katzung, 2007). Os antibióticos apresentam duas principais vias
de  ação  sobre  as  bactérias,  podem  inibir  o  crescimento  (bacteriostáticos)  ou
destruir uma população de bactérias (bactericida). A ação bacteriostática atua de
modo  a  impedir  a  divisão  das  bactérias,  mantendo  uma  população  na  fase
estacionária (Pankey & Sabath, 2013).  Já a ação bactericida atua em processos
vitais para a célula levando à morte celular (Goodman & Gilman's, 2008; Katzung,
2007; Lago, 2011).
Características ideais de antibióticos compreendem principalmente a seletividade
do alvo de modo a evitar efeitos colaterais, atividade bactericida, espectro estreito
de  forma  a  não  afetar  a  flora  saprófita,  baixo  nível  tóxico  e  elevados  níveis
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terapêuticos. No entanto, a relação não linear entre bactérias e hospedeiro tornam
essas condições difíceis de serem alcançadas (Katzung, 2007).
Os antibióticos podem ser classificados quanto ao seu mecanismo de ação (Figura
12) e desse modo são identificadas cinco classes principais de antibióticos que
atuam sobre bactérias através de:  1)  inibição da síntese da parede celular;  2)
inibição da síntese ou dano da membrana citoplasmática; 3) inibição da síntese
proteica  nos  ribossomos;  4)  alterações  na  síntese  dos  ácidos  nucleicos;  5)
alteração de metabolismos celulares (Goodman & Gilman's, 2008; Katzung, 2007;
Tenover, 2006).
Figura  12:  Esquema  dos  diferentes  mecanismos  de  ação  de  antibióticos.
(ANVISA, 2012)
Antibióticos que inibem a síntese da parede celular:
Os antibióticos com ação a nível de síntese do peptidoglicano são mostrados na
Tabela 1.
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Tabela  1 -  Sumário  dos  antibióticos  inibidores  da  síntese  da  parede  celular  e
respectivo espectro de ação (Infarmed -  Autoridade Nacional do Medicamento e
Produtos de Saúde, I. P).
A bacitracina é sintetizada de forma não ribossomal por B. licheniformis e algumas
linhagens de B. subtilis (Azevedo et al., 1993; Ishihara et al., 2002) e necessita de
um íon metálico divalente para sua atividade biológica. A bacitracina liga-se ao
carreador lipídico responsável pela translocação do precursor do peptidoglicano
do  espaço  citoplasmático  para  o  meio  extracelular  (Stone  and  Strominger,
1971; Storm and  Strominger,  1973),  e  é  comumente  utilizada  de  forma tópica
devido sua toxicidade (Smack et al., 1996).
Os glicopeptídeos também são sintetizados de modo independente de ribossomos
principalmente em actinobacterias. Os glicopeptídeos ligam-se ao D-Ala-D-Ala do
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pentapeptídeo  componente  do  peptidoglicano,  inibindo  a  transglicosilação  e/ou
transpeptidação,  inibindo  portanto  a  síntese  do  peptidoglicano  sendo  eficiente
apenas em gram-positivas (Moellering, 2006).
Os antibióticos beta-lactâmicos constituem uma ampla classe, que inclui todos os
agentes  antibióticos  que  contém  um  anel  beta-lactâmico  em  sua  estrutura
molecular (Figura 13) incluindo derivados de penicilina (penams), cephalosporina
(cephems), monobactâmicos e carbapenemos (Holten & Onusko, 2000). Devido
sua alta eficácia e baixa toxicidade  são o grupo de antibióticos mais amplamente
utilizados, ademais pesquisas de venda indicaram que até 2003 mais da metade
dos  antibióticos  comerciais  disponíveis  em  uso  eram  compostos  beta-
lactâmicos (Elander, 2003).
Figura 13 - Representação da estrutura química dos antibióticos β-lactâmicos. Em
todas estruturas é possível observar a presença do anel β-lactâmico. (adaptado de
Sauvage, 2016)
Beta-lactâmicos são análogos estruturais e similares estéricos do dipeptídeo D-
Ala-D-Ala  (amino  ácidos  terminais  da  porção  peptídica  do  precursor  das
subunidades NAM e NAG da camada de peptidoglicano nascente) apresentando
inclusive as três regiões com potencial eletrostatico negativo do substrato natural
dipeptídico (Figura 14). 
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Figura 14: Diferentes tipos de betalactâmicos, e suas similaridades estruturais  a)
Peptídeo  N-Acil-D-Ala-D-Ala.  b)  Penicilina.  c)  Cefalosporina.  As  regiões  com
potencial eletrostático negativo são representadas por arcos (adaptado de Zapun
et al., 2008).
A similaridade estrutural entre  β-lactâmicos e D-Ala-D-Ala facilita sua ligação ao
sítio ativo das PBPs. O núcleo do  β-lactâmico (grupamento carbonil do anel  β-
lactâmico) liga-se irreversivelmente (acilação) à Ser430   do sítio ativo das PBPs,
essa  inibição  irreversível  inibe  a  atividade  de  DD-peptidase,  bloqueando  o
crosslink final (transpeptidação) do peptidoglicano em formação, inibindo a síntese
da parede celular (Spratt, 1989). Antibióticos beta-lactâmicos apresentam variada
seletividade por diferentes PBPs. Em E. coli, por exemplo, minociclina apresenta
seletividade pela PBP2 enquanto cefotaxima, piperacilina e ceufuroxima por PBP4
(Kocaoglu & Carlson, 2015). Além disso, a abordagem na utilização de antibióticos
adjuvantes  têm  contribuído  no  combate  aos  agentes  infecciosos.  Eles  são
compostos não pertencentes à classe de antibióticos que aumentam a atividade
dos antibióticos ou ainda melhoram a resposta do hospedeiro (Wright, 2016).
O desenvolvimento de antibióticos ainda é um dos maiores desafios da medicina
moderna, principalmente devido ao aparecimento de mecanismos de resistência
aos compostos conhecidos hoje que surgem em diversas linhagens bacterianas
(Rice, 2008).
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1.5  Resistência à beta-lactâmicos
Os quatro principais mecanismos pelos quais bactérias podem superar antibióticos
beta lactâmicos (Babic et al., 2006) são:
Produção de enzimas chamadas beta lactamases que hidrolisam beta-lactâmicos.
Esse é  o  principal  mecanismo de resistência  em Gram-negativas,  porém nem
todos  beta-lactâmicos  são  hidrolisados.  Além  disso,  atualmente  é  comum  a
administração de antibióticos juntamente com inibidores de beta-lactamases como
o ácido clavulânico que aumentam significativamente a eficácia sobre infecções
graves de Enterobacteriaceae e Staphylococcus resistentes a penicilina (Sarah et
al., 2010). 
Alterações no sítio ativo de PBPs pode diminuir  a afinidade por antibióticos  β-
lactâmicos e assim aumentar a resistência desses agentes, como visto na PBP2x
de S. pneumoniae (Laible  et al., 1991; Contreras-Martel  et al., 2009). Através de
transformação natural e recombinação com DNA de outros organismos, Neisseria
spp. e Streptococcus spp. têm adquirido PBPs altamente resistentes, e com baixa
afinidade aos beta-lactâmicos (Bowler et al., 1994; Twiari et al., 2017).
Diminuição  da  expressão  de  proteínas  de  membrana  externa  (OMPs)  é  outro
mecanismo  de  resistência.  A  fim  de  chegar  até  as  PBPs  na  membrana
citoplasmatica,  os  β-lactamicos devem se difundir  ou ir  diretamente através de
canais  de  porina  na  membrana  externa  da  parede  celular  de  gram-negativas.
Algumas  Enterobacteriaceae como  Enterobacter spp.,  Klebsiella pneumoniae,  e
Escherichia  coli exibem resistência  a  carbapenema baseado  na  perda  dessas
OMPs,  a  perda  de  OprD  é  associada  com  resistência  à  imipenema  e
susceptibilidade reduzida a meropenema em Pseudomonas aeruginosa (Hopkins
& Towner, 1990; Jacob et al., 2004; Livermore, 2001; Oteo et al., 2008). Mutações
pontuais ou inserção de sequências em genes codificando para porinas podem
produzir  proteínas com função reduzida e assim com menor  permeabilidade à
beta-lactâmicos (Doumith  et al., 2009). Apenas o desmembramento das porinas
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apenas não é sempre suficiente para produzir o fenótipo resistente, e tipicamente
esse  mecanismo  é  encontrado  em  combinação  com  a  expressão  de  beta-
lactamases. (Doumith et al., 2009).
Bombas de efluxo, como parte de um fenótipo resistente intrínseco ou adquirido,
são capazes de exportar  um grande espectro de substratos do periplasma ao
ambiente externo (Poole, 2004). Essas bombas são determinantes importantes de
multi-resistência  em  diversos  patógenos  gram-negativos,  particularmente P.
aeruginosa e Acinetobacter spp.  Em  P.  aeruginosa,  a  regulação  positiva  do
sistema MexA-MexB-OprD, juntamente com a baixa permeabilidade da membrana
externa desses organismos pode contribuir para a diminuição da sensibilidade à
penicilinas e cefalosporinas, bem como quinolonas, tetraciclina e cloranfenicol (Li
et al., 2000; Srikumar  et al.,  2000). Além das bombas de efluxo as bombas de
influxo e a permeabilidade do envelope bacteriano também assumem importante
funções, principalmente em Gram negativas e tem sido objeto de estudo (Masi et
al., 2017).
As  Figuras  15  e  16  apresentam  percentuais  de  resistencia  encontrados  em
isolados  invasivos  de  P.  aeruginosa e  A.  baumannii à  alguns  dos  principais
antibióticos e associações antibióticas utilizados atualmente.
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Figura 15: Porcentagem de isolados invasivos de P. aeruginosa poli resistentes na
Australia,  Índia,  África do Sul,  Reino Unido e Estados Unidos.  (The Center for
Disease  Dynamics  Economics  &  Policy.  ResistanceMap:  Antibiotic  resistance.
2018. https://resistancemap.cddep.org/AntibioticResistance.php. Data de acesso:
20/02/2018).
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Figura 16: Porcentagem de isolados invasivos de A. baumannii poli resistentes na
Australia,  Índia,  África do Sul,  Reino Unido e Estados Unidos.  (The Center for
Disease  Dynamics  Economics  &  Policy.  ResistanceMap:  Antibiotic  resistance.
2018. https://resistancemap.cddep.org/AntibioticResistance.php. Data de acesso:
20/02/2018).
Verificou-se que linhagens de S. pneumoniae que são capazes de sobreviver na
presença de grandes quantidades de antibióticos β-lactâmicos apresentam PBPs
contendo  dezenas  de  mutações  acumuladas  a  nível  genômico  através  de
recombinação homóloga entre diferentes espécies de streptococcus (Fani  et al.,
2014).  Em  S.  pneumoniae,  que  não  apresenta  β-lactamases  o  principal
mecanismo de resistência envolve a introdução de mutações dentro das PBPs 2x,
2b e 1a por recombinação entre patógenos sensíveis e resistentes, gerando genes
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mosaico  que  expressam  PBPs  altamente  modificadas  que  são  incapazes  de
reconhecer β-lactâmicos eficientemente. (du Plessis  et al., 2002; Chesnel  et al.,
2005).
O remodelamento e modificação do sítio ativo têm implicação no surgimento de
resistência  à  antibióticos  em  diferentes  espécies  patogênicas.  Mais
especificamente, PBP2x de linhagens de S. pneumoniae altamente resistentes à
antibióticos apresentam um sítio ativo distorcido apresentando um alto índice de
flexibilidade entre as hélices α4 e α5, causando deslocamento do motivo Ser-X-
Asn central (Dessen et al., 2001). Além disso, estruturas cristalinas de PBP1a de
cepas sensíveis e resistentes de S. pneumoniae apresentam diferentes níveis de
estabilidade térmica, e assim flexibilidade, no loop que liga β3 e β4, o qual está
próximo ao sítio ativo e carrega um bloco de mutações na proteína da linhagem
resistente. (Contreras-Martel  et al.,  2006; Job  et al.,  2008). Essas observações
sugerem que o remodelamento do sítio ativo pode desempenhar um importante
papel  no  reconhecimento  diferencial  de  antibióticos  β-lactâmicos  por  PBP2x  e
PBP1a. A PBP1a desempenha um papel chave na formação do septo durante o
ciclo  de  divisão  celular  (Morlot  et  al.,  2003)  e  em  muitos  organismos  Gram-
positivos  está  associada  a  um  operon  de  dois  genes  com  recU,  um  fator
necessário  para  eficiente  recombinação  homóloga,  reparo  e  segregação
cromossomal (Pedersen & Setlow, 2000; McGregor et al., 2005) 
Sob  condições  clínicas  e  em  laboratório,  o  gene  pbp2b é  o  primeiro  a  ser
selecionado na presença de grandes quantidades de piperacilina, representando
assim um determinante chave para resistência sobre esse antibiótico; linhagens
pneumocócicas carregando genes mutados pbp2b tem sido identificados em todo
o mundo (Krauss  et  al.,  1996;  Sanbongi  et  al.,  2004;  Nagai  et  al.,  2002).  Em
estudo  realizado  no  Hospital  Universitário  de  Grenoble  amostras  isoladas  de
pacientes foram identificadas várias linhagens com diferentes níveis de resistência
a beta lactâmicos e com sequências de pbp2b carregando mais de 58 mutações.
(Pagliero  et  al.,  2004).  Contreras-Martel  et  al.,  2009  identificaram  a  partir  de
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estruturas  de  PBP2b  variantes  de  S.  pneumoniae sensíveis  (linhagem  R6)  e
linhagens altamente resistentes à beta-lactâmicos (linhagem 5204) que a  PBP2b
da cepa resistente apresentava uma elongação no domínio N-terminal e uma leve
modificação na região TP. As 58 mutações presentes na PBP2b-5204 estavam
localizadas  principalmente  no  domínio  TP e  eram  responsáveis  por  afetar  as
características de carga polar  da região envolta  da fenda catalítica bem como
proporcionar  flexibilidade  a  ela.  Esses  resultados  confirmaram que  o  principal
mecanismo de resistência à β-lactamicos em pneumococos envolve modificações
estruturais em volta do sítio ativo, possivelmente envolvendo diferentes meios de
reconhecimento substrato/antibiótico.  PBPs envolvidas em resistência a drogas
em  outros  patógenos  como  Neisseria  gonorrheae,  Enterococcus  faecium  e
Staphylococcus aureus também apresentam maleabilidade nas regiões em torno
do sítio ativo. (Sauvage et al., 2002; Lim & Strynadka 2002; Powell et al., 2008).
Em  recente  relatório  divulgado  pela  OMS  entre  as  bactérias  consideradas
prioritárias para identificação de novas moléculas ou alvos de modo a superar os
processos de resistência estão: Acinetobacter baumannii (carbapenem-resistante),
Pseudomonas  aeruginosa (carbapenemico-resistante),  as  Enterobacteriaceae
(carbapenem  e  cefalosporinas  de  terceira  geração-resistantes),  Enterococcus
faecium (vancomicina-resistante),  Staphylococcus  aureus (metiicilina  e
vancomicina-resistantes),  Helicobacter  pylori (claritromicina-resistante),
Campylobacter (fluoroquinolona-resistante),  Salmonella  spp. (fluoroquinolona-
resistante),  Neisseria  gonorrhoeae (cefalosporinas  de  terceira  geração-
resistantes),  Streptococcus  pneumoniae (penicilina-resistente),  Haemophilus
influenzae (ampicilina-resistante)  e  Shigella  spp.,  (fluoroquinolona-resistante)
evidenciando  assim  o  alto  número  de  espécies  e  linhagens  que  apresentam
resistência a antibióticos.
40
1.6 High Throughput Screening (HTS) como abordagem na identificação de
novas moléculas com potencial farmacológico
  O moderno processo de descoberta de novos de fármacos tem início com o
desenvolvimento e validação de bioensaios preditivos de eficácia clínica. Nestes
ensaios  são  testadas  milhares  de  substâncias  químicas  organizadas  em
bibliotecas  formatadas  adequadamente  para  a  identificação  de  substâncias
bioativas  (HITS),  as  quais  serão  capazes  de  interferir  com  os  mecanismos
moleculares  de  uma  determinada  doença.  A  descoberta  de  HITS requer  a
capacidade  de  testar  uma  grande  quantidade  de  substâncias  (sintéticas  e  ou
naturais)  contra um mesmo ensaio biológico.  Para isso, é  essencial  que estas
substâncias estejam armazenadas em microplacas de 96 ou 384 poços,  onde
cada  poço  contem  uma  única  substância  ou  fração  de  um extrato  natural.  A
organização destas coleções, também chamadas de bibliotecas, no formato de
microplacas viabiliza a realização de campanhas HTS (high throughput screening).
O  sucesso  de  uma  campanha  de  screening é  extremamente  dependente  da
qualidade das bibliotecas químicas e seu diferencial  em termos de diversidade
química, novidade e competitividade (Hajare et al., 2014).
As  bibliotecas  de  produtos  naturais,  em  particular,  trazem  grande  diversidade
química e, ainda, substâncias inéditas. Produtos naturais representam excelentes
fontes  de  variabilidade  química,  servindo  de  ótimos  protótipos  para  o
desenvolvimento de novos fármacos. Por exemplo, cerca de metade dos fármacos
desenvolvidos e 60% dos medicamentos anticâncer e antibióticos disponíveis são
produtos naturais ou derivados (Newman & Cragg, 2007, 2009; Cragg et al., 2009).
Em  particular,  o  ambiente  marinho  é  ainda  pouco  explorado  no  contexto  de
descoberta  de  novas  moléculas  bioativas.  Estima-se  que  menos  de  10%  da
diversidade química marinha seja conhecida, e que este ambiente seja um grande
detentor de moléculas bioativas com aplicação farmacêutica (Pereira et al., 2012;
Feling et al., 2003; Simmonset al., 2005; Mayer & Lehmann, 2001).
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1.7 Cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas em tandem
(LC-MS/MS)  na  identificação  e  Isolamento  de  compostos  de  Produtos
Naturais.
Os  produtos  naturais  apresentam  uma  vasta  fonte  de  compostos  de
interesse  clínico,  entre  eles  compostos  inéditos.  Entre  1981  e  2014
aproximadamente  50% dos  fármacos  aprovados  foram obtidos  a  partir  de
produtos naturais evidenciando assim deu potencial (Figura 17).
Figura  17: Fármacos  aprovados  entre  1981-2014  (adaptado  de  Newman  &
Cragg., 2016).
As  moléculas  presentes  nas  frações  das  bibliotecas  de  produtos  naturais
apresentam-se, geralmente, sob forma de frações ricas contendo dezenas e até
mesmo centenas de compostos. Uma vez identificada alguma atividade dessas
frações contra o alvo PBP2x de  S. pneumoniae  as moléculas responsáveis pela
atividade  tiveram  que  ser  identificadas  e  isoladas  para  as  investigações
subsequentes.  Para  tanto,  a  técnica  de  LC-MS/MS foi  utilizada  no  LNBio  em
colaboração com o grupo da Dra. Daniela Trivella.
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Essa técnica analítica combina de modo sinérgico a separação física fornecida
pela  cromatografia  líquida  com  a  análise  de  massa/carga  proporcionada  pelo
espectrômetro de massas. Essa abordagem permite, portanto, a identificação e
isolamento de compostos presentes em frações quimicamente complexas.  
A cromatografia líquida é um método baseado na separação de componentes que
se encontram em uma mistura líquida, para tanto, eles são distribuídos entre duas
fases imiscíveis, geralmente sendo uma móvel e uma estacionária. Esse tipo de
cromatografia  pode  ser  dividido  em cinco  categorias,  sendo:  1)  Adsorção  ;  2)
Partição; 3) Troca iônica ; 4) Exclusão molecular e 5) Afinidade. Dentre essas, a
variação mais comum é a de Fase-Reversa,  uma técnica de cromatografia de
partição  em que  são  utilizados  uma fase  estacionária  hidrofóbica  e  uma fase
móvel polar. Geralmente a fase móvel é composta por uma mistura de água e
outros solventes polares como metanol, isometanol e acetonitrila, enquanto a fase
estacionária  geralmente  é  composta  por  uma  matriz  preparada  unindo-se
grupamentos  alquila  de  cadeira  longa  como N-octadecil  (C18)  à  superfície  de
partículas de sílica (Dass, Chhabil, 2007).
A espectrometria  de  massas  é  uma  técnica  analítica  que  mensura  a  relação
massa/carga (m/z) de íons. Apesar de existir diferentes tipos de espectrometros de
massas,  todos  compartilham  do  mesmo  princípio  básico,  campos  elétricos  ou
magnéticos são utilizados de modo a manipular o movimento de íons produzidos a
partir de um analíto de interesse e, assim, determinar suas m/z (Roberts, 2013) 
Os  principais  componentes  de  um  espectrômetro  de  massas  são:  1)  A fonte
ionizante ; 2) O analisador de massas e 3) O detector. A fonte ionizante opera
através de feixes de elétrons, de fótons (luz UV), de laser ou através de descarga
corona de modo à fragmentar e converter moléculas neutras em íons gasosos que
são direcionados ao analisador de massas. O analisador de massas aplica um
campo eletromagnético de modo a ordenar os íons produzidos anteriormente a
partir  de  suas  massas,  os  principais  analisadores  utilizados  em LC-MS são  o
quadrupolo, o tempo de voo (TOF),  ion trap e analisadores híbridos quadrupolo-
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TOF. Já o detector mede e amplifica a corrente de íons para calcular a abundância
relativa de cada íon com massa resolvida gerando assim um espectro de massas
(Dass, 2006) que pode ser utilizado para determinar a massa dos analitos, suas
composições  elementares  e  isotópicas  ou  ainda  para  elucidar  sua  estrutura
química.
A utilização de dois espectrômetros de massa, em sequência, separados por uma
câmara  de  colisão  confere  um  maior  poder  de  identificação  dos  compostos
presentes  na  amostra.  Essa  formatação  é  conhecida  como  espectrometria  de
massas em tandem, MS/MS ou MS2. Basicamente os íons gerados no primeiro
espectrômetro são separados por  carga,  e  após uma seleção feita  através de
software  específico as m/z de interesse seguem para a câmara de colisão onde
são gerados fragmentos a partir das massas iniciais intactas. Esses fragmentos
são  analisados  e  identificados  no  espectrômetro  seguinte.  Essa  abordagem é
essencial para a identificação de compostos presentes em amostras de interesse,
uma vez que o padrão de fragmentação é, geralmente,  conservado para cada
molécula química, gerando assim uma impressão digital que pode ser comparada
com  bancos  de  dados  existentes  identificando-se,  dessa  forma,  a  natureza
química de cada pico representado no espectro.  
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2. Justificativa
Nosso grupo apresenta vasta experiência no estudo estrutural de diferentes PBPs
como comprovado por  bibliografia  produzida  principalmente no IBS (Institut  de
Biologie  Structurale)  em  Grenoble  –  França  sob  coordenação  da  Drª  Andrea
Dessen,  contando  inclusive  com  diversos  clones  de  PBPs  recombinantes
expressas na fração solúvel do extrato bacteriano. Além disso, em nosso grupo
também já se encontravam padronizadas as condições de expressão, purificação
e  cristalização  de  diversas  PBPs  de  Streptococcus  pneumoniae. O  presente
trabalho  foi  desenvolvido  no  Laboratório  Nacional  de  Biociências  (LNBio)
pertencente ao Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM) e
no Institut de Biologie Structurale (IBS) em Grenoble, França onde se encontra o
laboratório  de  um dos  ramos  do  projeto  São  Paulo  Excellence  Chair  (SPEC)
processo: 11/52067-6 da Drª Andrea Dessen.
O LNBio  conta  com uma  equipe,  liderada  pelo  Dr.  Artur  Cordeiro,  com vasta
experiência  em triagens de larga escala,  além de modernos equipamentos de
dispensação,  transferência  de  pequenos  volumes  líquidos  e  leitores  de  placa.
Outra equipe especializada do laboratório é coordenada pela Dra. Daniela Trivella,
essa equipe conta com especialistas e técnicos, os quais têm grande experiência
na preparação, fracionamento e isolamento de amostras biológicas contando, para
tanto, com equipamentos sofisticados como UPLC/MS-MS.
As bibliotecas disponíveis e utilizadas ao longo da tese foram disponibilizadas por
colaboradores  externos,  à  saber:  Dr.  Roberto  Berlinck  (IQSC-USP)  a  qual
apresenta  compostos  puros,  frações  e  extratos  de  organismos  marinhos
(microorganismos  e  invertebrados);  a  empresa  Phytobios  a  qual  apresenta
extratos vegetais que foram separados por HPLC e plaqueados no LNBio pelo
grupo da Dra. Daniela Trivella; além da biblioteca comercial NIH Clinical Collection
a qual foi utilizada  durante a etapa de padronização dos ensaios. Além destas,
uma quarta biblioteca pertencente ao próprio LNBio a qual conta com extratos e
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frações de microorganismos brasileiros também foi utilizada ao longo de nossas
investigações.
Nós  utilizamos  como  modelo  para  as  triagens  a  proteína  PBP2x  de  S.
pneumoniae,  esse alvo é essencial à sovrevicência do patogéno além de estar
envolvido em processos de resistência  a antibióticos.  Esse projeto foi  um dos
precursores  no  Brasil  e  no  CNPEM a  utilizar  bibliotecas  de  produtos  naturais
contra um alvo clássico anti-bacteriano. Para tanto nós utilizamos abordagens e
plataformas  multi-usuário  disponíveis  no  CNPEM  estado-da-arte,  como  a
plataforma  de  HTS,  o  laboratório  de  síntese  química  e  o  laboratório  de
ressonância magnética nuclear do LNBio e o acelerador de partículas Síncrotron
do LNLS, utilizando a linha de cristalografia de macromoléculas MX2.
Com  essas  abordagens  nós  pudemos  triar  uma  vasta  gama  de  compostos
naturais contra um importante alvo bacteriano sendo capaz, inclusive de observar
interação de uma molécula através da técnica de RMN-STD.
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3. Objetivo principal
   Identificar em bibliotecas inéditas, através de triagem em larga escala, novos
compostos que interajam com o domínio de interação à Penicilina (domínio TP)
responsável pelos processos de DD-peptidase nas proteínas PBPs e que possam,
portanto, serem utilizados no futuro como novas moléculas antibióticas de modo a
superar os processos de resistência apresentados por bactérias patogênicas. 
3.1 Objetivos Específicos
 Para tanto utilizamos as seguintes estratégias:
 Expressão e Purificação das proteínas PBP2x e PBP1b de S. pneumoniae.
 Padronização da reação de medida de fluorescência entre o ligante e os
competidores  na plataforma high throughput screening.
 Determinação das frações interatoras  à  PBP2x de modo competitivo  ao
ligante  fluorescente  através  de  high  throughput  screening e  confirmação  por
técnicas secundárias.
 Identificação e isolamento dos compostos ativos nas frações através de LC-
MS/MS
 Cristalização da proteína PBP1b e mistura com o ligante por difusão através
dos canais de solvente do cristal.
 Resolução da estrutura tridimensional  da PBP1b na presença do ligante
através de difração de raios X em linha de luz síncrotron e utilização de softwares
específicos.
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4. Metodologia e forma de análise dos resultados
4.1 Expressão e purificação de proteínas PBPs recombinantes
Em nosso laboratório,  fragmentos  correspondentes  as  PBP2x e  PBP1b de  S.
pneumoniae já se encontravam clonados em vetor pGEX-4T-1, o qual confere um
sinal de GST no N-terminal que é utilizado para o processo de purificação além de
um  sítio  de  clivagem  com  Trombina.  Eles  foram  utilizados  para  transformar
bactérias competentes BL21 (DE3). As proteínas recombinantes foram expressas
na presença de 1mM de IPTG durante um período  overnight à 16ºC. Uma vez
induzidas,  as  células  foram  submetidas  a  centrifugação  a  15.000  xg  por  10
minutos a 4ºC e os precipitados foram ressuspensos em tampão de lise 50mM Tris
e 200 mM NaCl em pH 7,5.
    A  ruptura  das  células,  bem  como  do  DNA das  amostras  foi  realizado
mecanicamente no gelo utilizando-se sonicação (2 segundos com intervalos de 10
segundos por 5 minutos), e os extratos foram centrifugados a 40.000 xg durante
40min a 4°C para a obtenção do sobrenadante.
    Para a purificação das proteínas,  o  sobrenadante  contendo a proteína de
interesse foi fracionado em coluna GSTrap (GE Healthcare) de 5ml previamente
equilibrada com tampão A: 50mM Tris e 200mM NaCl em pH 8,0 e a proteína foi
eluída após tratamento com trombina por 2h a temperatura ambiente em tampão:
50mM Tris e 200mM NaCl em pH 8,0.
    As  frações  contendo  a  proteína  foram  então  submetidas  à  exclusão  por
tamanho  em  sistema  AKTA  utilizando-se  coluna  Superdex  75  16/60  (GE
Healthcare) em tampão: 20mM Tris, 200mM NaCl e 1mM EDTA em pH 8,0.
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4.2 Medida de Polarização da Fluorescência
O  inibidor  fluorescente  análogo  à  penicilina:  Bocilina  FL®  (Invitrogen)  foi
utilizado como competidor da PBP2x de S. pneumoniae. Foram utilizadas placas
escuras de 384 poços  ProxiPlate®  (PerkinElmer®),  e o  leitor  ClarioStar® do
LNBIO com comprimento de onda de excitação de 485nm e emissão de 520nm,
utilizando-se um filtro a 515nm para bloquear excitações residuais. O pré-ensaio
de otimização e o ensaio de screening utilizando-se as diferentes bibliotecas foram
realizados  de  acordo  com  protocolo  descrito  por  Fedarovich  et  al.,  2012  sob
supervisão do Dr. Artur Cordeiro especialista em HTS e pesquisador integrante do
Laboratório Nacional de Biociências LNBio.     
4.3 Ensaios de Cristalização
    Embora a proteína PBP2x seja um excelente alvo bioquímico para identificação
de  novos  inibidores,  dado  sua  importância  no  processo  de  resistência  em  S.
pneumoniae (Contreras-Martel  et  al., 2011),  os  ensaios  cristalográficos  foram
realizados com a proteína PBP1b devido a conservação do domínio TP além da
facilidade de obtenção de cristais  e  seu  alto  poder  de  difração de raios  X.  A
escolha da PBP1b ocorreu após muitas tentativas no laboratório, ligadas a testes
de clonagem de mutantes para manter a proteína em um estado “aberto” para a
difusão de moléculas até o sítio ativo,  e ao pré-tratamento com Tripsina de facilitar
o  processo  de  cristalização  por  eliminar  o  domínio  GT,  de  alta  flexibilidade
(Macheboeuf et al 2006). Os cristais da proteína PBP1b foram obtidos através da
técnica  de  difusão  de  vapor  em  gota  suspensa  utilizando-se  as  condições
precipitantes já pré-determinadas em nosso grupo.
Os cristais da PBP1b foram gerados de acordo com Macheboeuf  et al., 2006. O
protocolo é apresentado abaixo: 
Os cristais da P1b contendo as mutações que permitem a cristalização da proteína
com o  sítio  ativo  aberto  (Macheboeuf  et  al  ., 2006)  foram obtidos  através  do
processo de difusão de vapor em gota suspensa formada através da adição de 1
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µl  da proteína purificada (concentração de 10 mg/ml)  e 1µl  de solução:  0,8 M
sulfato de amônio, 2,8 M NaCl e 50 mM HEPES em pH 7,0. A gota foi mantida em
a 15 ºC. O volume do reservatório contendo a solução precipitante foi de 20 µL.
4.4 Soaking
    Esse processo consiste em mergulhar o cristal da proteína em uma solução
contendo uma determinada concentração de ligante. O objetivo é que o ligante,
HIT proveniente do HTS  se difunda pelos canais de solvente incorporando-se à
rede  cristalina.  Inicialmente  os  experimentos  são  realizados  alterando-se  a
concentração  do  ligante  e  o  tempo de  soaking.  Para  cada  cristal  de  proteína
necessita-se  otimizar  estes  parâmetros.  Uma  outra  maneira  de  se  utilizar  o
método de “soaking” é através da técnica chamada “quick–cryo–soaking” onde o
ligante é adicionado na própria solução crioprotetora onde o cristal é mergulhado.
A diferença para o método de soaking tradicional é que os períodos de tempo em
que  os  cristais  são  deixados  na  solução  crioprotetora  são  menores,  e  as
concentrações utilizadas são maiores (Nagem et al.,2001). Em nosso grupo esta
técnica já foi amplamente utilizada para obtenção de estruturas de complexos com
PBPs como descrito em Contreras-Martel et al., 2011 e Machebouef et al., 2007.
4.5  Coleta  e  processamento  dos  dados  de  difração,  determinação  da
estrutura e Soaking.
Os  dados  de  difração  de  raios  X  dos  cristais  da  PBP1b  foram  coletados,
principalmente,  na  linha de cristalografia  MX2 do Laboratório  Nacional  de  Luz
Síncrotron  (CNPEM,  Campinas,  SP,  Brasil).  Também  foram  coletados  dados
utilizando-se  o  European  Synchrotron  Radiation  Facility  (ESRF)  em  Grenoble
França. Os cristais foram mantidos a 100 K durante a coleta de dados utilizando-
se fluxo de nitrogênio gasoso. Antes do resfriamento, os cristais foram submersos
em  uma  solução  crioprotetora  contendo  30%  de  glicerol.  A determinação  da
estrutura foi obtida utilizando-se softwares específicos em conjunto. As estruturas
foram determinadas pela técnica de Substituição Molecular através da utilização
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de  estruturas  de  PBP1b  de  S.  pneumoniae  na  presença  (PDB:  2Y2G)  e  na
ausência  de  ligantes  (PDB:  2BG1)  como entrada para  o  programa Phaser  da
plataforma PHENIX (Adams et al., 2010). No caso das proteínas complexadas à
ligantes, a técnica de soaking foi utilizada incubando-se as frações, compostos e
extratos em diferentes concentrações, em concentração máxima de DMSO de 6%,
com os cristais ainda na placa de cristalização por períodos entre 5min e 1 mês.
As moléculas interatoras não foram incluídas do modelo antes da Substituição
Molecular. Os processos de determinação da estrutura e refinamento do modelo
cristalográfico utilizando-se os programas Buster (Bricogne  et al.,  2017), COOT
(Emsley  et al., 2010) e Phenix.refine (Adams et al., 2010) foram realizados com
supervisão do cristalógrafo do nosso grupo Carlos Contreras-Martel.
4.6 Fluorimetría de varredura diferencial
O ensaio se baseia na utilização de uma sonda molecular que emite fluorescência
quando ligada à regiões apolares expostas pelas proteínas após desnovelamento.
Proteínas enoveladas exibem as porções hidrofóbicas no interior do arcabouço
hidrofílico em contato com o solvente, ao se desenovelar as regiões hidrofóbicas
são  expostas  e  ocorre  a  ligação  à  sonda,  podendo  ser  lida  através  da
fluorescência.
Para  o  ensaio,  cada poço de uma placa de PCR com 96 poços recebeu um
volume de 45 µL da proteína à 5 µM na presença dos diferentes ligantes. Também
foi adicionado 5  µL de Sypro orange em concentração 200X recém preparado a
partir  do estoque 5000X. A leitura foi  realizada no aparelho Elowitz  Lab qPCR
variando-se a temperatura de 19ºC à 95ºC em incrementos de 1ºC/min. A cada
incremento  realizou-se  uma  medida  e  os  dados  foram  plotados  em  gráfico
Fluorescência X Temperatura.
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4.7 Ressonância Magnética Nuclear – Índice de Saturação de Transferência
(RMN-STD)
O ensaio foi  realizado em colaboração com o Dr.  Maurício Sforça utilizando-se
concentração  final  de  3  µM  da  proteína PBP2x em tampão PBS e  300  µM de
composto em DMSO Deuterado. Foram coletados dados durante um período de
12h.
4.8  Cromatografia  Líquida  acoplada  a  Espectometria  de  massas  com
fragmentação – LC/MS-MS
Os  extratos  etanólicos  biológicos  foram,  inicialmente,  fracionadas  em  HPLC
utilizando-se coluna preparativa C18 de 10  µm. O refracionamento das frações
ativas e a identificação e isolação dos compostos ativos foi realizado através de
otimização da corrida cromatográfica em equipamento UPLC (Waters) utilizando-
se coluna análitica C18 de 1,7  µm seguida de validação do gradiente ideal de
acetonitrila-metanol-água em HPLC com coluna pré analítica C18 de 5 µm. Os
espectros  de  massas  foram  obtidos  no  modo  positivo  utilizando-se  quando
necessário ácido fórmico. 
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5. Resultados e Discussão
5.1 Expressão e Purificação da Proteína PBP2x
Visando a padronização do ensaio de High Throughput Screening (HTS), em que
foi utilizado o análogo fluorescente de penicilina (Bocilina FL – Invitrogen) como
competidor  pelo  sítio  ativo  da transpeptidase (TP)  das  PBPs.  A PBP2x de  S.
pneumoniae,   uma proteína que sofre mutações em cepas resistentes à beta-
lactâmicos, foi escolhida para ser utilizada nesta estratégia por ser uma das PBPs
com as quais nosso grupo apresenta maior experiência, tendo sido caracterizada
em termos de sua estrutura e aspectos bioquímicos (Dessen et al., 2001; Pfaller et
al., 2014). 
A PBP2x foi expressa a partir de uma cultura de  E. coli BL21(DE3) contendo o
plasmídeo de interesse. Este plasmídeo é baseado no vetor pGEX-4T1, e  carrega
a sequência da proteína de interesse sob a regulação de um promotor lac.  O
plasmídeo ainda confere uma cauda de GST (Glutationa-S-tranferase) na porção
N-terminal  da  proteína  expressa,  a  qual  permite  a  purificação  através  de
cromatografia de afinidade. A GST é seguida de uma sequência reconhecida pela
protease trombina. 
A  PBP2x  apresenta-se  como  uma  proteína  de  ~78  kDa   enquanto  que  a
construção completa com a cauda apresenta um peso molecular estimado de 103
kDa. Como apresentado na figura 15 a PBP2x foi expressa  na fração solúvel e,
apesar de uma relativa perda durante a etapa de ligação à resina, a proteína foi
obtida com alto grau de pureza tanto em sua forma contendo a cauda GST quanto
sua forma sem a cauda, obtida após tratamento com trombina. O gel desnaturante
(Figura 18) apresenta as frações proteicas obtidas a partir da expressão de 1 L de
cultura bacteriana.  Para a purificação,  o sobrenadante contendo a proteína de
interesse foi fracionado em coluna GSTrap (GE Healthcare) de 5 ml previamente
equilibrada com tampão 50 mM Tris em pH 8,0 e 200 mM NaCl. Em seguida, a
proteína foi eluída utilizando-se o mesmo tampão descrito acima, acrescentado de
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10 mM de glutationa reduzida. A proteína sem a cauda de GST foi obtida após
incubação, na coluna, com trombina por 2 h à temperatura ambiente e foi eluída
da coluna após lavagem com o mesmo tampão mencionado acima. Como controle
do rendimento da clivagem do marcador GST, a coluna foi posteriormente eluída
na presença de glutationa reduzida. 
Figura 18: A) Mapa da construção do vetor com a sequência para a expressão da
proteína PBP2x. B)  Gel SDS-PAGE 10% mostrando as etapas da expressão e
purificação da PBP2x em coluna de afinidade à GST e clivagem da cauda GST na
coluna.
A PBP2x contendo a cauda de GST previamente purificada em cromatografia de
afinidade foi submetida à exclusão por tamanho em coluna Superdex 200 16/600
(GE Healthcare) utilizando-se para tanto tampão 20 mM Tris, 200 mM NaCl e 1
mM  EDTA  em  pH  8,0  em  um  fluxo  de  0,15  ml/min  utilizando-se  FPLC






oligoméricas. As frações provenientes da cromatografia são apresentadas através
de separação em gel SDS-PAGE 10% (Figura 19a) e através do cromatograma
(Figura 19b).
   
Figura 19: Cromatografia por exclusão molecular da PBP2x com o GST pré
purificada por cromatografia de afinidade. A) Gel SDS-PAGE 10% com as frações
da exclusão molecular. B) Cromatograma proveniente da exclusão molecular em
coluna Superdex 200 16/600.
Como observado na Figura 16 os picos eluídos em ~50 ml e ~63 ml correspondem
as  diferentes  formas  oligoméricas  da  PBP2x.  Apesar  do  baixo  fluxo  utilizado
durante a cromatografia os dois picos apresentam uma certa sobreposição que
resulta  em frações  contendo  ambas a  formas  oligoméricas.  De  modo a  evitar
contaminação entre as formas algumas frações foram desprezadas. As frações
24-28 foram misturadas e a partir desse momento serão referidas como PBP2x
monômero, enquanto as frações 17-20 serão referidas como PBP2x dímero. Além
disso  os  dois  últimos  picos  apresentados  no  cromatograma  foram  eluídos
próximos ao volume máximo da coluna indicando que possam ser contaminantes
de baixo peso molecular, possivelmente a glutationa reduzida utilizada no tampão
de eluição.
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A PBP2x  sem  a  cauda  de  GST previamente  purificada  em  cromatografia  de
afinidade foi submetida à exclusão por tamanho em coluna Superdex 200 16/600
(GE Healthcare) utilizando-se o mesmo protocolo utilizada para a proteína com a
cauda.  As frações provenientes da cromatografia são apresentadas através de
separação  em  gel  SDS-PAGE  10%  (Figura  20a)  e  através  do  cromatograma
(figura 20b).    
Figura 20: Cromatografia por exclusão molecular da PBP2x sem o GST pré
purificada por cromatografia de afinidade. A) Gel SDS-PAGE 10% com as frações
da exclusão molecular. B) Cromatograma proveniente da exclusão molecular em
coluna Superdex 200 16/600.
Como  observado  na  figura  17  os  picos  eluídos  em  58.1  ml  e  78.5  ml
correspondem as diferentes formas oligoméricas da PBP2x sem a cauda GST.
Devido  ao  menor  raio  hidrodinâmico  proporcionado  pela  ausência  do  GST os
picos foram eluídos em volumes maiores quando comparados aos volumes de
eluição da PBP2x com a GST. Esse deslocamento teria aumentado a resolução de
separação que pode ser observada por uma menor sobreposição entre os dois
picos. Mais uma vez, de modo a evitar contaminação entre as diferentes formas
oligoméricas,  algumas  frações  foram  desprezadas.  As  frações  31-35  foram
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misturadas  e  a  partir  desse  momento  serão  referidas  como  ΔGST-PBP2x
(monômero),  enquanto  as  frações  19-25  serão  referidas  como  ΔGST-PBP2x
(dímero).
5.2 Padronização do Ensaio de Polarização de Fluorescência
 Uma vez purificadas as duas formas oligoméricas (monômero e dímero) com e
sem a cauda de GST, a próxima etapa  do projeto foi a padronização dos ensaios
de polarização de fluorescência. Nesse ensaio a molécula fluorescente análoga à
Penicilina  (Bocilina  FL  –  LifeTechnologies)  foi  utilizada  como  sinalizador  de
interações entre o domínio TP da PBP2x e ligantes potenciais. Esta estratégia foi
adaptada  de  uma  técnica  em  que  a  bocilina  foi  utilizada  em  testes  de  high
throughput  screening para  identificar  inibidores  da  PBP2  de  Neisseria
gonorrhoeae usando uma biblioteca comercial (Fedarovich et al., 2012).
Através do fenômeno de anisotropia de fluorescência é possível determinar se o
análogo fluorescente se encontra livre em solução ou se está interagindo com a
proteína (figura 21); desse modo a partir de uma pré incubação com a amostra de
interesse é possível determinar se houve ligação entre o composto e a PBP.   
Figura 21: Esquema representativo do ensaio de competição baseado na sonda
fluorescente análoga a penicilina, bocilina (Figura feira por Caíque Malospirito,
LNBio)
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Objetivando-se validar a técnica de polarização de fluorescência, antes da
utilização das bibliotecas de compostos naturais, foi utilizado como competidor à
bocilina a própria Penicilina G (Sigma) em concentrações variando de 0,1 µM até
6,4  µM de modo a estabelecer-se também a sensibilidade do ensaio. Todos os
reagentes foram dissolvidos em 200 mM NaCl, 50 mM Tris pH 8,0 e 0,1 mg/mL de
γ-Globulina  Bovina  (BGG).  Devido  os  compostos  presentes  nas  bibliotecas
estarem  diluídos  em  DMSO,  uma  concentração  final  de  10  %  de  DMSO  foi
incorporada  em  cada  poço  da  placa  de  leitura  de  modo  a  reproduzir-se  as
condições  exatas  que  serão  encontradas  durante  os  screenings  com  as
bibliotecas.  O  ensaio  foi  conduzido  manualmente  incubando-se  as  diferentes
formas da PBP2x à 1 µM com diferentes concentrações de Penicilina G durante 1
hora à temperatura ambiente. Após esse período, 1 µM de bocilina foi adicionado
e manualmente volumes de 40  µL foram transferidos para uma placa escura de
384  poços  (Greiner).  A  polarização  de  fluorescência  foi  detectada  em
quadruplicata para cada ponto. Para cada experimento independente, o ganho nos
eixos paralelo e perpendicular foi calibrado; assim 1 µM de bocilina livre apresenta
uma polarização de ~35 mP. A figura 22 apresenta a curva gerada a partir  da
regressão não-linear de quatro parâmetros, sendo que eixo X é representado em
logarítmico e apresenta as concentrações de Penicilina G, e o eixo Y é dado em
valor de Mili  Polarização (mP).  Cada leitura de polarização é indicada por um
ponto com sua respectiva barra de erro. 
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Figura 22: Regressão não linear da despolarização gerada pelo aumento da
concentração de Penicilina G (0,1 µM – 6,4 µM) Cada leitura de polarização é
indicada por um ponto com sua respectiva barra de erro. PBP2x monômero é
representada em azul claro, PBP2x dímero é representada em preto, PBP2x
monômero sem GST é representada em vermelho e PBP2x dímero sem GST é
representada em verde.
A partir da análise da figura 22 foi possível determinar que o tempo de incubação
com a Penicilina foi suficiente para permitir  sua interação ao domínio TP. Além
disso foi verificado que a janela experimental (diferença entre o valor mais alto de
polarização de fluorescência e o valor mais baixo) foi suficientemente grande para
a detecção da competição quando utilizada qualquer uma das diferentes formas
da PBP2x. Também é possível verificar que com uma concentração de 0,4 µM de
Penicilina G a bocilina começa a emitir fluorescência despolarizada, indicando seu
estado parcialmente livre em solução. Já quando a concentração de Penicilina G é
igual a 1,6 µM toda bocilina encontra-se livre em solução; esse resultado se deve
ao fato da Penicilina G ser um ótimo competidor apresentando grande afinidade
ao domínio TP das PBPs.
59
Uma vez verificada a reprodutibilidade do ensaio com as diferentes formas da
PBP2x e com o objetivo de poupar reagentes durante a etapa de padronização
nós decidimos, a partir de então, utilizar apenas uma das formas proteicas nos
ensaios  subsequentes.  O  principal  ponto  ponderado  nessa  escolha  foi  a
monodispersidade da forma proteica. Assim, a forma monomérica da PBP2x sem
a  cauda  de  GST foi  escolhida  devido  a  ausência  da  sequência  de  ~20  kDa
artificialmente adicionada pela cauda de GST. Além disso, essa forma apresentou
uma melhorar sepraração na filtração em gel, diminuindo portanto uma possível
contaminação com a forma oligomérica diferente (dimérica).
Utilizando-se dessa vez apenas a proteína ΔGST-PBP2x (monômero), de modo a
restringir ainda mais os pontos entre a curva obtida, uma concentração de 0,088
µM – 1,6 µM de Penicilina G foi utilizada como competidor (figura 23).
Figura 23: Regressão não linear da despolarização gerada pelo aumento da
concentração de Penicilina G (0,088  µM – 1,6  µM). Cada leitura de polarização é
indicada por um ponto com sua respectiva barra de erro.
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Como mostra a figura 23 uma concentração de 0,65 µM de Penicilina é suficiente
para  preencher  metade  dos  domínios  TP  disponíveis,  enquanto  que  uma
concentração  de  1,28  µM  de  Penicilina  é  suficiente  para  ocupar  100%  dos
domínios TP da PBP deixando a bocilina completamente livre em solução.
A próxima etapa testada foi a automatização da dispensa do tampão, da proteína
e da bocilina, além da automatização da pipetagem do composto competidor. De
modo a simular a automatização do ensaio padrão tal qual realizada ao utilizar-se
as  bibliotecas  de  compostos  naturais,  as  placas  com  10  % de  DMSO  foram
montadas como se segue:
Inicialmente  o  tampão  foi  adicionado  nos  poços  de  uma  placa  384  escura
(Greiner) através do dispensador Multidrop Combi (Thermo); em seguida a ΔGST-
PBP2x foi adicionada pelo mesmo dispensador a uma concentração final de 1 µM,
em sequência  diferentes  concentrações de Penicilina  G (0,4  µM – 3  µM)  que
encontrava-se  dispostas  em  placa  de  384  poços  foram  adicionados  a  placa
experimental  utilizando-se  para  tanto  o  pipetador  Versette  (Thermo).  Após
incubação  por  1  hora  a  bocilina  foi  adicionada  aos  poços  pelo  dispensador
Multidrop  Combi  (Thermo)  em  uma  concentração  final  de  1  µM.  A  placa
experimental contendo um volume final de 40 µL por poço teve, então, os sinais de
fluorescência  lidos  nos  eixos  paralelo  e  perpendicular  pelo  leitor  de  placas
CLARIOstar (BMG Labtech). A curva obtida através da regressão não linear de
quatro parâmetros é apresentada na figura 24.
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Figura 24: Regressão não linear da despolarização gerada pelo aumento da
concentração de Penicilina G em ensaio montando por robôs de dispensa e
pipetação. Cada leitura de polarização é indicada por um ponto com sua
respectiva barra de erro.
Como mostrado  na  figura  24  o  perfil  da  curva  de  polarização  permaneceu  o
mesmo obtido nos ensaios anteriores, exceto por uma pequena diferença entre o
valor máximo de polarização que foi observado. Esta diferença pode ser explicada
devido à maior exposição da alíquota de bocilina à luz durante o processo de
dispensa automatizada gerando uma diminuição de seu potencial fluorescente.
A partir dos valores obtidos para os controles negativos e positivos foi possível
calcular o erro associado ao aparelho (valor Z) como descrito em Zhang  et al.,
1999. Um valor Z entre 0,5 e 1 indica um ensaio robusto, compatível com High
Throughput Screening. O valor Z calculado para a simulação feita a partir da placa
montada pelos  robôs de dispensa e  pipetação foi  de  0.76,  validando assim o
ensaio para os primeiros testes com as bibliotecas de compostos. Além disso o
EC50 da penicilina G foi calculado, a partir do ponto de inflexão da regressão não
linear dos pontos obtidos utilizando-se o programa GraphPad Prism 5, em 1,1 µM
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para esse ensaio. Para os ensaios posteriores a forma monomérica da  ΔGST-
PBP2x  continuou sendo utilizada e será referida apenas como PBP2x.
5.3 Validação da Técnica de Polarização de Fluorescência para Ensaio de
HTS 
Uma  vez  que  a  automatização  da  dispensa  e  a  pipetagem  apresentaram
resultados  coerentes  e  reprodutíveis  nos  ensaios  de  competio  utilizando-se
diferentes concentrações de Penicilina G,  a  biblioteca comercial  de compostos
(NIH  clinical  collection)  foi  utilizada em um ensaio  de HTS,  em que controles
contendo  apenas  tampão  e  bocilina  (Alta  polarização)  e  controles  contendo
apenas tampão, bocilina e PBP2x sem adição dos compostos (Baixa polarização)
foram  utilizados.  Essa  biblioteca  apresenta  960  moléculas  já  utilizadas
clinicamente e encontra-se formatada em 3 placas de 384 poços. A concentração
final de proteína por poço e a concentração final de bocilina foram mantidas em 1
µM, todos os compostos foram testados à uma concentração final de 50 µM e o
volume final por poço foi de 40 µL.
De modo a superar possíveis alternâncias entre os valores máximos de leitura de
polarização  devido  ao  decaimento  do  sinal  fluorescente  da  bocilina  todas  as
leituras  foram  normalizadas.  Para  tanto,  a  média  dos  controles  positivos  foi
ajustada para 100 mP enquanto a média dos controles negativos foi ajustada para
0 mP. A figura 25 apresenta a distribuição dos controles das 3 placas utilizadas no
HTS.
63
Figura 25. Dispersão das medidas dos controles utilizados no HTS da biblioteca
comercial NIH clinical collection. Cada ponto representa um poço dos controles da
placa de ensaio. O eixo X apresenta o número de controles triados.
Os valores de Z calculados para cada placa foram de: Placa 1= 0,68 Placa 2 =
0,71 e Placa 3 =0,70. Além disso, a partir da fórmula (H = 100 - 3x DP) onde H é o
valor delimitante para um HIT e DP é o desvio padrão dos controles positivos, um
valor  de  73,3  mP foi  calculado  para  estabelecer-se  a  redução  necessária  na
polarização  de  fluorescência  que  um  composto  deve  proporcionar  para  ser
considerado um HIT.
A figura 26  apresenta a distribuição dos compostos das 3 placas utilizadas no
HTS. A linha tracejada em vermelho indica o valor limite calculado para HITS.
Composto Nº
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Figura 26. Dispersão das medidas dos compostos utilizados no HTS da biblioteca
comercial NIH clinical collection. Cada ponto representa um poço referente a um
composto na placa de ensaio. A linha tracejada indica o valor limite calculado para
HITS. O eixo X apresenta o número de compostos triados.
É  possível  observar  que  alguns  compostos  foram  capazes  de  competir  pelo
domínio  TP da  PBP indicando  uma  alta  afinidade  pelo  sítio,  enquanto  outros
compostos  foram  capazes  de  interagir  em  um  menor  grau  e  outros  não
apresentaram ligação ao sítio.
De  modo  a  validar  o  teste  de  HTS,  o  mesmo  protocolo  foi  realizado  no  dia
subsequente. De modo a economizar reagentes um volume final de 20  µL por
poço  foi  utilizado  no  segundo  dia.   A figura  27  apresenta  a  distribuição  dos
controles das 3 placas utilizadas no HTS do segundo dia. 
Composto Nº
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Figura 27. Dispersão das medidas dos controles utilizados no HTS da biblioteca 
comercial NIH clinical collection. Cada ponto representa um poço dos controles da 
placa de ensaio. O eixo X apresenta o número de controles triados.
A diminuição no volume final da reação não afetou a janela experimental validando
o volume final de 20 µL para ensaios futuros. Devido uma relativa alta alternância
entre os valores dos controles positivos obtidos no primeiro dia, durante o segundo
dia apenas uma alíquota de bocilina foi preparada para ser utilizada nas 3 placas.
Além disso todo o experimento foi conduzido na ausência de luz artificial. Essas
medidas refletiram em maiores valores de Z calculados para as placas: Placa 1=
0,82  Placa  2  =  0,72  e  Placa  3  =0,75  além de  um valor  superior   (90,0  mP)
calculado para delimitar os HITS. 
A figura 28 apresenta a distribuição dos compostos das 3 placas utilizadas no HTS




Figura 28. Dispersão das medidas obtidas no segundo dia dos compostos 
utilizados no HTS da biblioteca comercial NIH clinical collection. Cada ponto 
representa um poço referente a um composto na placa de ensaio. A linha 
tracejada indica o valor limite calculado para HITS. O eixo X apresenta o número 
de controles triados.
Devido ao maior valor calculado para o limite de classificação de HITS no segundo
dia, um número maior de compostos recaíram nesta faixa do gráfico indicando 
uma maior sensibilidade deste ensaio.
De modo a correlacionar os dois dias e verificar se os mesmos compostos foram




Figura 29. Correlação entre as medidas de atividade resquicial dos compostos
presentes na biblioteca NIH clinical collection no primeiro e segundo dia.
Como  pode  ser  observado,  em  sua  grande  maioria  os  mesmos  compostos
apresentaram atividade semelhante nos dois dias. Entretanto, alguns compostos
se ligaram ao domínio TP em uma taxa suficiente para serem considerados HITS
apenas no segundo dia. Alguns desses compostos tratavam-se de beta-lactâmicos
(Tabela  2),  como  amoxicilina  cristalina  por  exemplo,  o  que  indica  que  os
compostos  tidos  como  HITS  no  segundo  dia  apresentaram-se  como  falso
negativo no primeiro dia. Desse modo, a metodologia utilizada no segundo dia foi
mantida nos ensaios descritos a seguir. A Tabela 2 apresenta o ranqueamento dos
compostos que interagiram com o domínio TP, identificando a placa, a localização
na placa, o identificador da substância no banco de dados PubChem, a estrutura
do composto, o nome e os valores de ação resquicial obtidos através da medida
de polarização de fluorescência no primeiro e segundo dia.
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Tabela 2: Ranqueamento dos compostos identificados nos ensaios de HTS
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Como  apresentado  na  tabela  2  os  compostos  capazes  de  apresentar  maior
afinidade pelo domínio TP foram os beta-lactâmicos pertencentes as classes das
Penicilinas  e  cefalosporinas  de  1ª,  2ª  e  3ª  gerações.  Essa  identificação  foi
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particularmente  interessante  para  validar  o  ensaio  final,  de  modo  que  tais
compostos puderam ser identificados entre um total de 960 compostos.
Também foram identificadas  algumas moléculas  reconhecidamente  promíscuas
(Baell  &  Walters,  2014)  como  o  hexaclorofeno,  um  desinfetante  utilizado  em
sabonetes.  Interessantemente,  compostos  utilizados em tratamentos  anticancer
como os derivados de Rubicina e o Topotecan foram identificados no HTS como
moléculas potenciais para inibição da ação de transpeptidase da PBP2x. Esses
compostos  atuam de  modo a  inibir  a  ação  da  topoisomerase,  geralmente  por
intercalar-se ao DNA. Ação antibactericida tinha sido previamente verificada em
alguns  desses  compostos  mas  o  mecanismo  de  ação  ainda  não  foi  bem
esclarecido (Pommier et al., 2010). Além disso,  o composto identificado na tabela
por “0” é conhecido comercialmente por dipiridamol, é utilizado como inibidor de
coagulação sanguínea por inibir enzimas fosfodiesterases ligadas ao processo de
agregação  plaquetária,  e  recentemente  foi  identificado  como  tendo  ação
antibacteriana (Bazzaz et al., 2012).
Alguns  HITS  não pertenciam a classe de beta-lactâmicos e despertaram nosso
interesse, de modo que as moléculas foram compradas e foram utilizadas nos
ensaios descritos (Fig. 30).
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Figura 30: HITS não beta-lactâmicos encontrados durante triagem da biblioteca
comercial NIH.
As  moléculas  em  questão  foram  utilizadas  em  ensaios  de  dose-resposta
utilizando-se, para tanto, o ensaio de competição com a sonda bocilina de modo a
verificar-se a reprodutibilidade e especificidade da competição pelo domínio TP.
Inicialmente foi verificado que ambos os compostos apresentavam uma correlação
de dose-resposta significativa de uma competição específica como mostra a figura
31.
Figura  31: Dose-resposta  entre  inibição  da  PBP2x  de  S.  pneumoniae e
concentração  das  moléculas  HITS  encontradas  na  biblioteca  NIH  Clinical
Collection.
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Outro  indicativo  que  foi  observado  refere-se  ao  fenômeno  de  quenching  da
fluorescência intrínseca dos triptofanos presentes na PBP2x, principalmente na
região próxima à Serina catalítica do domínio TP, local em que as moléculas já
conhecidas que inibem a atividade de transpeptidase se  acomodam. (Fig. 32).
Figura  32:  A: Quenching   de  fluorescência  de  triptofanos  localizados  no  sítio
catalítico  da  PBP2x,  associada  ao  aumento  da  concentração  da  molécula
Idarubicina. B:  Zoom do sitio catalítico de PBP2x de S. pneumoniae, em que os
Triptofanos  presentes  na  região  próxima  à  Serina  catalítica  (vermelho)  são
mostrados em azul.
A mudança de ambiente químico em que resíduos de triptofano se encontram
classicamente pode ser observada através de sua excitação em 280 nm e leitura
de emissão entre 300-350 nm (Akbar  et al., 2016). Nesse caso nós observamos
uma diminuição da fluorescência correlacionada ao aumento da concentração dos
compostos indicando que as moléculas estariam alterando o ambiente químico
próximo aos resíduos.  Como visto  na  figura  32 da direita  o  domínio  catalítico
apresenta 5 resíduos de triptofano reafirmando nossos resultados anteriores de
que os compostos poderiam, de fato, estar se ligando à esta região essencial da
proteína.
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Porém, devido ao caráter citotóxico das moléculas, reportado por diversas vezes
na literatura, juntamente com o fato de tais compostos nunca terem apresentado
uma  densidade  eletrônica  visível  nos  múltiplos  ensaios  de  soaking  realizados
(acima de 30 conjuntos coletados),  mesmo com concentração máxima suportada
pelo cristal (1.2 mM) e variando-se entre 2 h e 72 h o tempo de incubação, de
modo a permitir a difusão dos compostos pelos canais de solvente do cristal (ver
abaixo),  nós optamos pela descontinuidade da investigação desses compostos
como  possíveis  inibidores  das  PBPs  por  entender  que  essas  dificuldades
superariam  qualquer  potencial  farmacológico  que  as  moléculas  poderiam
proporcionar.  Desta  forma,  decidimos  focar  os  esforços  e  recursos  em outros
compostos,  principalmente  naturais  e  possivelmente  inéditos  que  as  demais
bibliotecas poderiam fornecer. 
Assim, apesar de fundamental no processo de validação do ensaio, a biblioteca
comercial utilizada não forneceu nenhuma molécula com potencial para reposição
de atividade voltada para a inibição da atividade de transpeptidação das PBPs e,
por conseguinte, antibacteriana além das moléculas já conhecidas.
5.4  Desenvolvimento  de  uma  Metodologia  para  Triagem  dos  Compostos
Naturais, Confirmação e Ensaios Ortogonais
Devido ao caráter inovador do projeto nós desenvolvemos e implementamos uma
metodologia para análise, confirmação e classificação das frações interatoras ao
domínio TP da proteína PBP2x. Inicialmente, as bibliotecas de produtos naturais
foram  triadas  utilizando-se  a  sonda  bocilina  em  dois  dias  consecutivos  em
concentrações finais de 25  µg/ml e 50  µg/ml, os HITS encontrados foram então
confirmados  em  quadruplicata  em  uma  concentração  final  de  250  µg/ml  e
verificados quanto possível autofluorescência no comprimento de onda utilizado
no ensaio. Posteriormente as frações foram testadas pela Msc. Fernanda Costa
do  nosso  grupo  quanto  ao  seu  poder  bactericida  em  ensaio  de  leitura  de
densidade ótica à 600 nm no formato de endpoint utilizando-se culturas líquidas de
bactérias modelo para Gram-positiva (B. subtilis)  e Gram-negativa (E. coli).  As
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frações também foram verificadas quanto ao comportamento de dose-resposta no
ensaio com a sonda bocilina na presença de detergente Triton X-100 de modo a
verificar possíveis atividades por agregação. Teste de Fluorimetría de varredura
diferencial também foi utilizado para identificação de processos de desnaturação
ou  Des/estabilização  da  proteína  PBP2x.  Por  fim,  ensaios  de  cristalografia
utilizando as frações nos ensaios de soaking também foram conduzidos de modo
a identificar quais frações poderiam apresentar indícios estruturais de ligação e
portanto  ser  priorizadas  nos  processos  mais  demorados  e  custosos  de
identificação  e  isolamento  por  LC-MS/MS.  A Figura  33  mostra  o  fluxograma
adotado.
 Figura  33: Fluxograma  da  metodologia  desenvolvida  na  identificação  e
confirmação dos HITS provenientes das bibliotecas de produtos naturais.
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5.5  Cristalização  e  Determinação  da  Viabilidade  de  Ensaios  de  Soaking
Utilizando-se Cristais da Proteína PBP1b
Visando-se a padronização dos ensaios de soaking a serem realizados com os
compostos e frações ativas, nós utilizamos a proteína PBP1b de S. pneumoniae
de modo a gerar cristais através de difusão de vapor em gota suspensa. Assim
como  descrito  no  tópico  materiais  e  métodos,  essa  escolhe  deu-se  devido  a
conservação do domínio TP além da facilidade de obtenção de cristais e seu alto
poder de difração de raios X. De modo a testar o poder de difração dos cristais
obtidos  pela  primeira  vez  no  nosso  laboratório  em  Campinas,  os  cristais  da
proteína foram submetidos à experimentos de difração. Como controle, cristais de
PBP1b foram tratados com  Penicilina G para determinar se os canais de solvente
dos cristais permitiam a dispersão do composto até o domínio TP. Após incubação
por 5 min em temperatura ambiente com o composto o cristal foi difratado na linha
“MX2”.  As  fases  foram recuperadas  por  substituição  molecular  utilizando-se  o
modelo  PBD:  2y2g  e  o  refinamento  foi  feito  utilizando-se  o  programa  Buster
(Bricogne  et  al.,  2017)  tal  qual  descrito  na  seção  materiais  e  método.  Uma
densidade  no  mapa  de  diferenças  {(F(o)-F(c)} foi  verificada  próximo  à  serina
catalítica a qual mostrou-se explicada pela estrutura da penicilina após acilação ao
domínio TP  (figura 34) representada pela sobreposição ao modelo PDB: 1MWT
do complexo entre a penicilina G e a PBP2a de  S. aureus.  (Lim e Strynadka,
2002).
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Figura 34: Cristalização, difração de raios X e estrutura tridimensional da PBP1b
em complexo à PenicilinaG. A) Cristais da proteína PBP1b. B) Padrão de difração
de um dos cristais testados evidenciando seu poder de difração na linha MX2 do
LNLS (resolução máxima de 1.8 Å). C) Modelo do sítio ativo da estrutura resolvida
após soaking com Penicilina G (verde), em sobreposição à estrutura do modelo
PDB: 1MWT (azul) evidenciando a densidade extra (malha em magenta) presente
no  modelo  obtido  referente  à  Penicilina  G  (estrutura   após  soaking  com  o
antibiótico) mapa Fo – Fc à 3.0 σ. A estrutura da PBP1b de S. pneumoniae (verde)
com a Serina460 catalítica representada em vermelho e a estrutura da PBP2 de
S. aureus (azul) com a Serina403 catalítica em amarelo ligada covalentemente a
penicilina  sticks  em azul foram sobrepostas utilizando-se o programa Pymol (De
Lano Scientific), também utilizado na montagem da figura.
Como mostrado na figura 34 a densidade eletrônica calculada a partir do mapa de




Penicilina G ocupa após acilação da proteína. Apesar da densidade não recair
exatamente sobre a posição da penicilina no modelo utilizado, o pequeno desvio
entre as sobreposições das duas proteínas e o formato compatível da densidade
indicam  que  realmente  trata-se  da  presença  do  antibiótico  no  sítio  ativo  da
proteína. Por se tratar de uma investigação quanto a disponibilidade de moléculas
chegarem ao sítio ativo da proteína purificada e cristalizada o refinamento não foi
continuado até a obtenção de valores ideais para deposição da estrutura, mas
ainda  assim  foram  obtidos  valores  significativos  os  quais  forneceram
confiabilidade nos resultados (Rwork = 0.2038 e Rfree = 0.2506) Desse modo nós
concluímos  que  nosso  modelo  cristalino  encontrava-se  apto  aos  ensaios  de
soaking futuros com as novas moléculas identificadas em triagens.   
5.6 Screening das Bibliotecas de Produtos Naturais.
A principal inovação apresentada por esse projeto deu-se através da triagem em
larga escala de bibliotecas de compostos naturais produzida em parceria com a
empresa Phytobios, responsável pela coleta e catalogação de diferentes partes de
diferentes plantas da biodiversidade brasileira.  Ao todo 8 placas de 384 poços
foram formatadas e submetidas ao ensaio de competição baseado em anisotropia
de  fluorescência  com a  PBP2x,  totalizando  2560  frações  de  diferentes  fontes
vegetais extraídas de ecossistemas brasileiro.  Essa biblioteca foi  formatada no
próprio Laboratório Nacional de Biociências de tal modo que cada amostra provém
de um extrato etanólico produzido em campo. Cada um dos extratos, entregues
pelo colaborador foi, então, fracionado por cromatografia líquida de acordo com a
polaridade dos compostos em coluna de sílica C18 acoplado a espectrômetro de
massas (LC-MS). Assim, cada uma das frações triadas já apresentava uma pré
caracterização de seus componentes.  Além da biblioteca comercial,  as demais
bibliotecas  apresentadas  também  foram  triadas  e  os  HITS obtidos  seguiram
processos de refracionamento e isolação de acordo com protocolos estabelecidos
por  cada  um  dos  colaboradores;  as  novas  frações  foram  submetidas  aos
processos  de  confirmação  e  detecção  de  falsos  positivos.  Devido  ao  carater
inovativo dessa pesquisa os nomes e fontes vegetais seguem sob contrato de
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confidencialidade  firmado  com  os  colaboradores  e  frequentemente  serão
identificados  como  HIT  1,  2,  3…  ou  pelo  código  interno  utilizado  em  nosso
laboratório.   
Visando-se  a  diminuição  de  falsos  negativos  foram  realizadas  2  triagens  em
concentrações diferentes para todas as bibliotecas testadas. A concentração final
dos extratos e as respectivas frações na placa de ensaio foram de 25 µg/ml e 50
µg/ml para cada uma das triagens seguida de uma confirmação em quadruplicata
à concentração de 250 µg/ml. Por se tratar de misturas de diferentes compostos
presentes nas amostras, as concentrações são dadas em massa por volume e
investigações  acerca  da  correlação  entre  concentração  e  inibição  foram feitas
após a identificação e isolamento dos compostos inibidores através de análise por
LC-MS e LC-MS/MS. Esta técnica vem sendo aprimorada no LNBio com o uso de
novas  ferramentas  de  análise,  como a  fragmentação  durante  a  ionização  dos
compostos no espectrômetro de massas (MS/MS), que permitiu a criação de redes
de interações baseada nos perfis de tempo de retenção, durante a cromatografia
líquida, e identificação de fingerprints dos fragmentos gerados por cada composto.
Essas informações foram utilizadas em servidores como GNPS (Global Natural
Products Social Molecular Networking:  https://gnps.ucsd.edu  ) e MetFrag (http://c-
ruttkies.github.io/MetFrag) de modo a identificar com maior rapidez e precisão os
compostos  responsáveis  pela  atividade  verificada  nos  ensaios  de  competição
realizado com frações contendo múltiplos compostos.
As figuras 35 e 36 mostram a dispersão de inibição em cada biblioteca bem como
os controles e fator de qualidade do ensaio “Z”. Como pode ser visto algumas
frações  e  extratos  foram  capazes  de  competir  com  a  bocilina  pelo  domínio
responsável pela atividade transpeptidase. 
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Figura 35: Gráfico de dispersão da inibição da biblioteca de produtos naturais Phytobios
triada a 25µg/ml. O eixo X apresenta o número de frações triadas e o valor de Z calculado
é apresentado abaixo do número da placa
Figura 36: Gráfico de dispersão da inibição da biblioteca de produtos naturais Phytobios
triada à 50 µg/ml. O eixo X apresenta o número de frações triadas e o valor de Z
calculado é apresentado abaixo do número da placa.
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Como mostrado nas figuras 31 e 32, alguns extratos e frações foram capazes de
competir  pelo  domínio  TP.  Os  HITS  capazes  de  inibir  pelo  menos  10  %  em
concentração final de 25 µg/ml e/ou 20% em concentração final de 50 µg/ml foram
posteriormente confirmados em quadruplicata à uma concentração de 250 µg/ml.
A tabela 3 apresenta a porcentagem de inibição dos HITS confirmados. As frações
da  cromatografia  líquida,  efetuada  com  uma  coluna  C18,  também  são
apresentadas. A fração 1 representa o extrato bruto e as demais são provenientes
da cromatografia.
Tabela 3: Amostras (frações) ativas da biblioteca Phytobios confirmadas em 
quadruplicata. Os valores de inibição são apresentados em gradiente de cores: Do
vermelho (mais ativos) ao verde (menos ativos).
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De acordo com a tabela 3 é possível observar que as moléculas contidas nas
diferentes  frações  responsáveis  pela  inibição  apresentam  diferentes  graus  de
polaridade,  sendo  eluídas  na  cromatografia  em  diferentes  momentos,
representados pelas frações 2-9. As porcentagens de inibição de cada fração sao
apresentada em cores, sendo vermelho as mais ativas e verde as menos ativas. 
As amostras promissoras foram então utilizadas em ensaio de  thermal shift  de
modo a verificar sua capacidade em estabilizar a PBP2x e, assim, revelar  indícios
de uma possível interação específica com a proteína, que poderiam explicar os
resultados obtidos pelo ensaio de anisotropia de fluorescência utilizado durante a
etapa  de  screening.  A  figura  37  apresenta  a  variação  da  temperatura  de
desnovelamento da proteína na presença de cada fração previamente identificada
além do controle com o inibidor clássico Penicilina G. Cada leitura apresentada
corresponde a média de um ensaio em quadruplicata.
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Figura 37: Thermal Shift da proteína PBP2x indicando a variação da temperatura
de desnovelamento da proteína na presença de cada uma dos HITS.
Com essa abordagem foi possível identificar que o controle com a Penicilina G
estabilizou  em  aproximadamente  6  ºC.  As  frações  que  se  mostraram
estabilizadoras da PBP2x foram priorizadas nas etapas seguintes.
5 HITS foram priorizados devido, principalmente, a estes apresentarem atividade
antibacteriana contra a bactéria Gram-positiva  B. subtilis. Inicialmente uma cepa
de  B. subtilis teve seu crescimento monitorado durante um período de 17 h. A
densidade óptica em 600 nm foi medida em intervalos de 1 h na presença dos
compostos em concentração final de 100 µg/ml bem como na presença de DMSO
como  controle.  A figura  38  apresenta  a  curva  de  crescimento  obtida  para  B.
subtilis na presença dos cinco HITS previamente encontrados através da triagem
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das bibliotecas. Estes experimentos foram efetuados pela doutoranda Fernanda
Costa, do nosso laboratório. 
Figura 38: Atividade antibacteriana em B. subtilis de 5 HITS considerados mais
promissores.
Comparando-se a curva de crescimento ao controle contendo apenas DMSO foi
possível verificar uma atividade antibacteriana para todos os compostos, sendo
que o HIT 2 apresentou-se com grande poder bactericida.
Devido  a  presença  de  uma  membrana  externa  que  reveste  o  peptidoglicano,
bactérias  Gram  negativas,  em  geral,  tendem  a  apresentar  uma  menor
disponibilidade à compostos de interesse farmacológico na região citossólica, bem
como na região periférica à membrana citoplasmática, local onde se encontram as
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PBPs (Exner et al., 2017). Portanto, compostos inibidores de PBPs que consigam
penetrar a barreira biológica dessas bactérias são de extremo interesse. Visando a
identificação  de  possíveis  compostos  dentre  os  HITS  encontrados  que
apresentaram atividade contra Gram negativas, culturas de E. coli foram crescidas
durante  um  período  de  20h  na  presença  dos  cinco  HITS  que  já  haviam
previamente  apresentado  competição  à  PBP2x,  bem  como  atividade
antibacteriana contra B. subtillis. A densidade óptica em 600nm foi medida após o
período  de  crescimento  da  cultura  e  os  valores  de  inibição  em  porcentagem
relativos  ao  controle  contendo  1  μg/ml  do  antibiótico  cloranfenicol  são
apresentados na figura 39.
Figura 36: Atividade antibacteriana em E. coli de 5 HITS considerados mais promissores.
Figura 39: Atividade antibacteriana em E. coli de 5 HITS considerados mais
promissores.
Interessantemente os  HITS  3 e 5 apresentaram atividade antibacteriana contra
Gram  negativa  e,  portanto,  foram  priorizados  nos  processos  seguintes  de
identificação  e  isolamento.  O  HIT  2  é  proveniente  da  triagem  da  biblioteca
comercial NIH Clinical Collection e se trata de um não beta-lactâmico.
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O  HIT  1 apresentava na sua fração 3 picos majoritários que foram inicialmente
atribuídos à atividade contra a PBP. A partir da otimização da cromatografia líquida
em equipamento UPLC (Waters) utilizando-se coluna analítica BEH C18 com poro
de 1,71 μM foi possível o isolamento de cada um dos picos em frações diferentes
que foram posteriormente coletadas em tubos Eppendorf e secadas em speedvac.
Por se tratar de uma coluna analítica, a baixa quantidade inicial de massa injetada
na coluna forneceu um rendimento em massa seca de cada uma das frações
abaixo do erro das balanças analíticas e, portanto, a massa seca obtida de cada
fração  foi  ressuspendida  em  10  μL  de  DMSO  sem  saber-se  ao  certo  a
concentração final.  Apesar  da  ausência  da  informação de concentração nessa
etapa da caracterização do HIT 1, foi possível verificar atividade através do ensaio
com a sonda bocilina, em frações que apresentavam uma alta absorção à 254nm
e  que  quando  analisadas  no  espectrômetro  de  massas  apresentaram relação
massa/carga de 341 Da e 345 Da em modo negativo (Fig.  40). Para todos os
HITS,  a  parte  de  caracterização  dos  elementos  ativos,  incluindo  etapas  de
cromatografia,  purificação de compostos,  e  analise computacional,  foi  efetuada
pelos membros do laboratório da Dra. Daniela Trivella do LNBio (Dr. Rafael de
Felicio  e Dr. Marcos Cunha).
 Figura 40: Cromatograma de HPLC obtido a partir da otimização da
cromatografia do HIT 1. As massas/cargas dos três principais componentes são
mostradas bem como a inibição medida através do ensaio com a sonda bocilina.
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A  partir  de  uma  busca  na  base  de  dados  Dictionary  of  Natural  Products
(http://dnp.chemnetbase.com/)  procurando-se  compostos  com  as  massas
específicas presentes na fonte vegetal correspondente ao  HIT 1,  foi identificada
uma  família  de  compostos  isômeros  presentes  na  planta  em  questão  que
poderiam  ser  os  compostos  identificados  na  biblioteca,  uma  vez  que  foram
encontradas referências de atividade desses compostos contra bactérias Gram
positivas, sendo seu mecanismo de ação ainda desconhecido. Averiguamos então
que o composto que apresentou maior atividade no ensaio de competição à PBP
estava disponível para compra, e foi  comprado em alto grau de pureza (>85%
LC/MS-ELSD)  da empresa SIGMA. O composto  foi  confirmado como sendo o
presente  nas  frações  ativas  pelo  Dr.  Rafael  de  Felicio  (LNBio)  através  da
comparação dos parâmetros  de tempo de retenção,  absorbância  de  luz  UV e
espectro de massas que foram comparados utilizando-se LC/MS como mostrado a
seguir.
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Figura 41: Parâmetros de tempo de retenção, espectro de massas e de absorção
UV para o composto comercial.
Figura 42: Parâmetros de tempo de retenção, espectro de massas e de absorção
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A partir  da  comparação  com o  padrão  comercial  foi  possível  confirmar  que  o
composto ativo contra a PBP encontrado na biblioteca tratava-se realmente da
molécula prevista.
A molécula comercial foi, então, utilizada para caracterização da dose-resposta na
presença e ausência de detergente de modo a verificar se a anisotropia verificada
no ensaio poderia estar ocorrendo através de atividade inespecífica de agregação,
como mostra a figura 43.
Figura 43:  Dose-resposta entre inibição da PBP2x e concentração da molécula
proveniente do HIT 1 na presença e ausência do detergente anti-agregante Triton
X-100.
Como mostrado na figura 43 nos diversos ensaios de dose-resposta realizados o
comportamento  da  curva  em  todas  as  ocasiões  apresentou-se  com  perfil
característico de agregação da proteína a partir de uma determinada concentração
do composto, seguindo o modelo de “tudo ou nada” (Inglese et al., 2007). Uma vez
iniciado o processo de agregação os sítios de ligação à sonda bocilina presentes
no domínio TP tornam-se inacessíveis devido ao impedimento estérico criado pela
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desordenação da ocupação física das regiões proteicas, gerando um falso sinal de
completa inibição.
Uma vez conhecida a natureza química dessa molécula, a qual apresenta uma
cauda  hidrofóbica  de  aproximadamente  14  carbonos,  nós  acreditamos  que  o
mecanismo de inibição verificado no ensaio de anisotropia poderia, na verdade,
estar ocorrendo a partir da formação de micelas pelo composto que evitariam a
ligação  da  sonda  ao  domínio  TP.  Sendo  assim,  ele  não  seria  um  inibidor
interessante para as PBPs,  e  descontinuamos o estudo deste composto neste
projeto especifico. Porém, este composto tem uma capacidade interessante de
inibir  o  crescimento  de  bactérias  Gram-positivas,  potencialmente  destruindo  a
membrana  interna.  Nosso  grupo  continua  investigando  esta  capacidade,  tanto
através de testes microbiológicos como também a microscopia de fluorescência
com bactérias, e uma publicação descrevendo esta descoberta, aonde sou co-
autor, está sendo preparada.
O  HIT 2 diz respeito a uma das moléculas encontradas na biblioteca comercial
NIH  e,  como  mencionado  anteriormente,  sua  investigação  foi  descontinuada
devido a problemas de reprodutibilidade e citotoxidade.
Visando-se um maior rendimento de massa ao fim do processo de isolamento da
molécula ativa, o  HIT  3 que apresentou inibição de 93,6% na fração mais ativa
durante a confirmação teve seu extrato etanólico bruto novamente refracionado.
Porém,  dessa  vez,  ao  invés  de  utilizar  as  colunas  compatíveis  à  HPLC  o
fracionamento deu-se através de fase reversa em cartucho C18 de bancada (Sep-
Pak).  Para  isso  aproximadamente  500  mg  de  extrato  foram  fracionados  em
gradiente de metanol. (Rafael de Felicio, LNBio)
O  extrato  etanólico,  bem  como  as  novas  frações,  foram  testadas  no  ensaio
utilizando-se a sonda bocilina de modo a verificar  quais frações apresentavam
compostos capazes de competir PBP2x. A porcentagem de inibição da PBP2x é
apresentada na figura 44.
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Figura 44: Inibição da proteína PBP2x de cada uma das frações obtidas durante o
fracionamento com cartucho C18 Sep-pak do HIT 3. 
As frações 3 e 5 foram ativas e, portanto, tiveram sua composição analisada e
otimizada  por  UPLC-PDA-MS  em  equipamento  Acquity  UPLC-PDA-MS  Hclass
(Waters) utilizando-se coluna BEH C18 1.7 μm, 2,1x100 mm. Por se tratar de duas
frações  eluídas  com  diferentes  concentrações  de  solvente,  inicialmente
acreditamos se tratar de dois compostos distintos que são ativos, podendo ser
moléculas relacionadas ou não. Porém a ausência de atividade da fração quatro
pode  ser  explicada  pelo  baixo  rendimento  em  massa  dessa  fração.  Após  a
secagem  em  speedvac  a  fração  quatro  apresentou  massa  inferior  a  0,1  mg
enquanto as frações três e cinco apresentaram rendimento de 12,3 mg e 0,5 mg
respectivamente.  O  baixo  rendimento  ocorreu  devido  à  formação  de  um
precipitado que resultou no entupimento do cartucho C18 destinado à essa fração,
portanto o composto ativo pode, na verdade, se tratar apenas de uma molécula
que é eluída nas frações três, quatro e cinco sendo, porém, obtida apenas nas
frações três e cinco. As figuras 45 e 46 apresentam o espectro de absorção à
254nm antes e após a otimização realizada pelo Dr. Rafael de Felício das frações
3 e 5 respectivamente. 
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Figura 45: Espectro de absorção à 254nm da fração ativa número 3 do HIT 3. A) Antes da otimização B) Após
a otimização














































Como mostrado nas figuras 45 e 46 os compostos presentes nas frações foram
separados  de uma maneira  mas  eficiente  ao  longo da  corrida  cromatográfica.
Essa  amostra,  entretanto,  apresentou  perda  de  atividade  nos  processos  de
fracionamento  seguintes  visando-se  o  isolamento  e  identificação  da  molécula
ativa.  Desse  modo  acreditamos  que  um  possível  mecanismo  de  sinergismo
estivesse ocorrendo o que inviabilizou, através dos mecanismos disponíveis em
nosso laboratório, a identificação e isolação do composto ativo. A fração que ainda
apresentava atividade foi, também, utilizada em diversas tentativas de soaking de
cristais de PBP1b de modo a “pescar” as moléculas ativas através da cristalografia
e direcionar a identificação das mesmas, porém não obtivemos sucesso. 
O HIT 4 é proveniente de uma colaboração externa descrita como Biblioteca 2 –
Extratos e frações de micro-organismos brasileiros, e encontra-se em processo de
caracterização e isolamento pelo grupo parceiro. A fração ativa nos ensaios de
anisotropia foi  utilizada nos experimentos de  soaking  de cristais  de PBP1b  de
modo a verificar a partir da presença de densidades extras no modelo eletrônico
que poderiam ser explicadas pela ligação do composto ativo à PBP, porém apesar
das diversas tentativas mais uma vez não obtivemos sucesso nessa abordagem.
Isto pode decorrer por tratar-se de uma ligação não covalente, dificultando, assim,
sua detecção nesse tipo de abordagem. 
Por  se  tratar  de  uma colaboração  externa  a  fonte  biológica  e  o  processo  de
isolamento  são  mantidos  em  sigilo  e  nós  esperamos  que  futuramente  novas
frações  enriquecidas  e  talvez  até  moléculas  isoladas  dessa  fonte  sejam
disponibilizadas para caracterizações de seu mecanismo de inibição e potencial
farmacológico.
O HIT 5, o qual  apresentou inibição de 78,9% na fração mais ativa durante a
confirmação, também teve seu extrato etanólico bruto refracionado em Sep-pak.
Para isso,  aproximadamente 500mg de extrato foi  fracionado em gradiente de
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metanol novamente de acordo com a tabela 4. A porcentagem de inibição de cada
uma das frações geradas é apresentada na figura 47.
Figura 47: Inibição do domínio TP da proteína PBP2x de cada uma das frações obtidas
durante o fracionamento com cartucho C18 Sep-pak do HIT 5.
As frações 1 à 4 apresentaram atividade considerável e os espectros obtidos por
UPLC-PDA dessas frações são apresentados na figura 48. 












































As frações apresentam, em comum, um pico não resolvido que absorve na faixa
de 254 nm e, inicialmente a ele foi atribuído a atividade. Desse modo, durante a
otimização cromatográfica objetivou-se a eluição do pico conservado em apenas
uma fração, de modo a confirmar sua atividade. Para isso a otimização, em coluna
BEH C18 1.7 μm, 2,1x100 mm foi realizada utilizando-se a fração quatro, a qual
apresentava  menos  contaminantes.  O  espectro  cromatográfico  de  absorção  à
254nM obtido a partir da otimização da fração quatro é apresentado na figura 49.
Cada uma das colunas representa uma fração coletada. 
Figura 49: Espectro de absorção à 254nm da fração 4 do HIT 5 após otimização.  
As frações coletadas foram secas em  SpeedVac e ressuspendidas em 10μL de
DMSO. A seguir cada uma das frações foi testada no ensaio com a sonda bocilina
e, especificamente a fração contendo o pico otimizado mostrou-se ativa (figura
50). 
95
Figura 50: Inibição do domínio TP da proteína PBP2x de cada uma das frações
obtidas durante o fracionamento em coluna analítica da fração ativa número 4 do
HIT 5.
Infelizmente, os espectros de massa obtidos não indicaram uma massa coerente
para o pico, possivelmente pela natureza do composto não favorecer a íonização.
Apesar de ainda não caracterizado o HIT encontra-se, possivelmente, puro e foi
utilizado em ensaios de soaking.
 Devido aos falsos positivos observados com outros HITS, o HIT 5 foi prontamente
verificado quanto a possível agregação no solvente em que a proteína se encontra
no ensaio (tampão tris pH 8,0 adicionado de 200 mM de NaCl). Nessas condições
nós  verificamos  que  o  composto  sofria  forte  agregação  através  de  dispersão
dinâmica de luz (DLS) o que poderia estar explicando o efeito verificado no ensaio
de  anisotropia  (Figura  51).  Mais  uma  vez  realizamos  diversas  tentativas  de
soaking  de cristais  de PBP1b de modo a verificar  in  loco a presença de uma
densidade eletrônica que poderia confirmar o efeito inibitório específico,  porém
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não  observamos  nenhum  sinal  de  moléculas  extras  no  modelo  eletrônico
proveniente da difração dos cristais testados.
Figura 51: Dispersão dos raios hidrodinâmicos obtidos através de DLS do HIT 5.
Visando-se  a  redução  de  falsos  positivos  e  portanto  de  tempo  e  dinheiro
investidos,  nós  decidimos,  paralelamente  aos  demais  processos  já  elencados,
investir  de  modo  pragmático  em abordagens  cristalográficas  com o  intuito  de
“pescar” compostos que de fato ligam-se à proteína PBP, verificados através das
densidades  eletrônicas  obtidas  a  partir  da  difração  de  cristais  previamente
encubados com as frações ativas nos  screenings. Essa metodologia, apesar de
trazer alguns resultados positivos, inclusive para alguns de nossos colaboradores
em  trabalhos  com  outros  alvos  proteicos,  é  de  difícil  reprodutibilidade
principalmente em se tratando de ligações não covalentes.
Devido a facilidade de acesso a linha de luz de raios X MX2 do Sincrotron LNLS
juntamente com a expertise do grupo em resolver estruturas de proteínas PBPs os
principais HITS obtidos foram submetidos a experimentos de soaking mesmo não
se tratando de moléculas isoladas. 
Utilizando  esta  técnica,  algum  dos  compostos  presentes  na  fração  PB92
(proveniente da biblioteca da Phytobios) quando utilizada em ensaios de soaking,
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interessantemente  apresentou,  após  a  coleta,  tratamento  dos  dados
cristalográficos,  resolução  da  estrutura  por  programas  específicos  após
faseamento das intensidades obtidas por substituição molecular com um modelo
similar,  uma densidade eletrônica extra às densidades explicadas apenas pela
estrutura proteica. Após alguns ciclos de refinamento iniciais, sem que no entanto
a adição de moléculas de água, íons presentes na estrutura bem como o  loop
flexível  (resíduos  651-661)  de  modo  a  facilitar  a  identificação  de  densidades
extras,  os  valores  de  Rwork/Rfree  ficaram  em  0.3177/0.3592.  As  densidades
eletrônicas  excedentes  estão  localizadas  no  sítio  onde  inibidores  de  PBPs  se
ligam. Ademais, quando sobreposta com a estrutura da PBP1b de S. pneumoniae
resolvida com um inibidor caracterizado pelo nosso grupo (Contreras-Martel et al.,
2011)  conhecido como gamma-lactamina (PDB 2Y2G) a densidade extra recai
exatamente  no  core do  ácido,  fornecendo  assim  um  indício  inicial  de  que
possivelmente  alguma  molécula  na  fração  PB92  pudesse  estar  se  ligando  a
proteína PBP1b e inibindo-a por uma via específica. A figura 52 mostra a estrutura
do PDB 2Y2G em azul e a estrutura modelada nas densidades eletrônicas obtidas
a partir do soaking realizado com a fração PB92 em verde. possível observar uma
pequena densidade extra representada como uma malha na cor  magenta que
recai exatamente na posição onde a gamma-lactamina (molécula com um anel
aromático nitrogenada) foi alocada na estrutura já depositada no banco de dados
de proteínas PDB. 
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Figura 52: Densidades eletrônicas (malha magenta) e modelo (cadeia azul)
obtidos a partir do soaking realizado com a fração PB92. Na imagem o modelo
fornecido pelo PDB 2Y2G com o ligante gamma-lactamina é apresentado, após
sobreposição, como cadeias em verde (proteína) e amarelo (ligante). Mapa Fo – Fc
à 3 σ calculado sem modelagem do ligante.
Uma  vez  que  é  sabido  que  a  região  apresenta  um  loop flexível  de  difícil
modelagem, algumas densidades extras no mapa Fo–Fc  são comuns de serem
obtidas,  porém  a  densidade  extra  em  questão  (sobre  a  posição  da  Gamma-
lactamina do modelo PDB: 2Y2G) não foi observada em nenhum outro conjunto de
dados  coletados  e  despertou  nosso  interesse  nessa  fração.  Desse  modo  nós
verificamos  que  as  frações  que  apresentavam  atividade  (figura  53  esq.)  não
apresentavam fluorescência relevante no comprimento de onda da sonda bocilina
(figura 53 dir.) que é o procedimento inicial para descartar-se falsos positivos.
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Figura 53: Atividade de diferentes frações iniciais da amostra PB92 obtidas
através de ensaio de anisotropia de fluorescência (Esquerda); Fluorescência à 520
nm da amostra PB92 sob excitação à 485 nm (comprimentos utilizados no ensaio
com a sonda bocilina) (Direita).
Uma  vez  verificada  a  ausência  de  autofluorescência  o  próximo  objetivo  foi
refracionar a  fração mais ativa em um número maior  de frações diferentes de
modo a separar as diferentes moléculas presentes na fração ativa. Para tanto um
microfracionamento em coluna analítica C18 foi realizado com auxílio de UPLC no
laboratório da Dra. Trivella. Ao todo foram coletadas cem novas frações a partir de
uma única fração ativa anterior (figura 54).
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Figura 54: Refracionamento e medidas de atividade utilizando-se o competidor
bocilina de uma das frações ativas da amostra PB92. 
Interessantemente, apenas duas frações permaneceram ativas após esse novo
fracionamento. As frações 17 e 18 apresentaram respectivamente 50,5 e 33,4 %
de inibição, mostrando que o composto ativo estava presente majoritariamente
apenas nessas frações. Sabendo-se disso e utilizando-se das ferramentas recém
implementadas no LNBio de fragmentação dos compostos na espectrometria de
massas foi realizada uma correlação entre a presença de fragmentos específicos,
não presentes nos solventes (Branco) e a atividade das frações. Desse modo nós
identificamos os fragmentos responsáveis pela atividade como mostrado na tabela
5. 
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Tabela 5. Fragmentos observados nas diferentes frações e suas correlações com
a atividade observada. Os valores de inibição de cada fração são representados
na primeira linha por cores onde vermelho representa não inibição e verde alta
inibição. Cada massa parental dos fragmentos é mostraa na primeira coluna
(parent mass). O número de detecções dos  fragmentos é apresentado no centro
da tabela enquanto a correlação entre sua presença/ausência nas amostras ativas
e não ativas respecticamente são dados pelos valores na última coluna em verde,
sendo o valor máximo de 1.
Baseando-nos nos principais fragmentos e voltando aos espectros obtidos, nós
identificamos um espectro com massa parental de 233.10 Da e com fragmentos
gerados  que  são  presentes  nas  frações  ativas.  Esta  análise  nos  forneceu  o
espectro  do  composto  responsável  pela  atividade  observada  (Figura  55).  Os
fragmentos foram utilizados para gerar redes de interação, em colaboração com o
grupo da Dra. Daniela Trivella, através dos servidores já descritos, as quais são
úteis para classificar a natureza química do composto, bem como verificar se não
se trata de uma molécula já conhecida como beta-lactâmico os quais não são
objetivo do presente trabalho.
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Figura 55: Espectro obtido em LC/MS-MS do composto ativo e rede gerada a
partir dos fragmentos. (Investigação realizada pelo Dr. Rafael de Felício)
Com  essa  abordagem  nós  conseguimos  identificar  nos  bancos  de  dados  de
compostos naturais uma molécula com o mesmo padrão de fragmentação e a
mesma massa parental  de  um composto  mostrado na literatura  (Sawer  et  al.,
2004) com atividade sobre a parede em S. aureus, apresentando uma MIC contra
a linhagem NCTC 10788 de 5 μg/ml. Esta observação interessante condiz com os
nossos  resultados,  uma vez  que a  proteína alvo  do  presente  trabalho e  mais
especificamente  sua  atividade  de  transpeptidase  é  responsável  direto  pela
catalização da última etapa na produção da parede bacteriana (ligações cruzadas
entre as fitas de NAG e NAM).  
Uma vez identificada a molécula responsável pela atividade na fração biológica
nós decidimos comprar o composto comercial junto à empresa SIGMA com 99%
de  pureza  em  HPLC.  Mais  uma  vez,  de  modo  a  confirmar  se  o  composto
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comercial se tratava realmente da molécula isolada da fração ativa encontrada na
biblioteca foram obtidos os espectros de absorção em Ultra Violeta (Figura 56) e o
espectro de MS/MS (Figura 57) de modo a comparar os perfis.
Figura  56:  Espectro  de  absorbância  em  luz  ultravioleta  durante  a  corrida
cromatográfica em HPLC do composto isolado da fração biológica e do composto
comercial  mostrando  a  grande  similaridade  entre  do  padrão  de  absorção  nos
comprimentos de onda investigado (190-600 nm)
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Figura 57:  Espectro de MS/MS do composto isolado da fração biológica e do
composto  comercial.  A massa  parental  (identificado  na  figura  em  azul)  e  os
fragmentos  gerados  revelando  a  mesma  natureza  química  de  ambos  os
compostos.  
Observando-se  os  espectros  obtidos  entre  os  compostos  isolado  da  fonte
biológica e comercial ficou evidenciado que a molécula identificada e isolada a
partir  do  screening  realmente  se  tratava  do  composto  pressuposto  com  a
utilização das redes de identificação pelos fragmentos gerados. 
Objetivando-se confirmar a interação entre o composto previamente identificado e
isolado e a proteína PBP2x em colaboração com os pesquisadores Dr. Mauricio
Sforça e Dra. Silvana Rocco do LNBio foi  realizado um ensaio de ressonância
magnética  nuclear  –  índice  de  saturação  de  transferência  (RMN-STD)  com o
composto comercial na presença e ausência da proteína.
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A figura  58  apresenta  o  espectro  em  1  dimensão  de  Hidrogênio,  ou  seja,  o
espectro do composto na presença de proteína em uma concentração muito baixa
(3  uM),  por  isso  praticamente  não são verificados sinais  desta.  Já  o  segundo
espectro apresenta a diferença dos espectros do experimento de saturação (STD).
Como pode ser verificado, o sinal presente nesse espectro indica que o composto
interage com a proteína dentro da faixa do ensaio (10 nM a 100 mM).
Figura  58: Espectros  obtidos  para  o  ensaio  de  RMN-STD  com  o  composto
comercial identificado durante a etapa de screening
Em vista desses resultados promissores, este agora tem sido considerado nosso
HIT prioritário. Nosso grupo continuará este esforço, confirmando a capacidade da
molécula em bloquear a ligação da bocilina ao domínio TP, reconfirmando seu
potencial  bactericida  mensurado  através  de  ensaios  de  concentração  mínima
inibitória (MIC) contra bactérias patogênicas e verificando a possível determinação
de seu mecanismo de ação sobre as PBPs. Esta molécula representaria então o
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primeiro inibidor de PBPs não-covalente, o que é um resultado excelente não só
para esta tese mas também para nosso grupo, cujo objetivo visa o descobrimento
de novos inibidores destas proteínas. Um artigo descrevendo este trabalho, que
inclui  o  desenvolvimento  do  teste  fluorimetrico,  o  screening  das  bibliotecas,  a
identificação  da  fração,  seu  refracionamento  e  purificação,  a  identificação  do
inibidor e os testes funcionais com PBPs e bactérias patogênicas também está
sendo escrito neste momento. Além disto, quatro outros HITS, isolados de plantas
brasileiras, também continuarão sendo purificados e testados pelo nosso grupo no
LNBio e serão alvo de outros manuscritos e/ou patentes. 
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6. CONCLUSÕES e PERSPECTIVAS
Historicamente  as  proteínas  PBPs têm sido  um importante  alvo  antibacteriano
dada  sua  atividade  essencial  para  a  viabilidade  desses  microorganismos.  O
aparecimento  de  processos  de  resistência  às  moléculas  utilizadas  atualmente
evidenciou a necessidade de prospecção de novas soluções. A co-evolução entre
parasitas bacterianos e diversos tipos de hospedeiros, além da competição entre
bactérias por sobrevivência e acesso aos recursos disponíveis gerou, ao longo do
tempo,  uma  seleção  natural  sobre  a  produção  de  compostos  com  potencial
antibacteriano de modo que, em geral, esses metabólitos contribuíram ao longo
das gerações com uma maior probabilidade do organismo produtor em transmitir
suas características genéticas às próximas gerações e por isso acabaram sendo
selecionados na linha evolutiva. Esse importante processo químico-biológico têm
sido aproveitado de modo a encurtar o processo de desenho de novas estruturas
químicas com potencial terapêutico que é a via adotada pela síntese química e
desenho  racional  de  fármacos  após  a  identificação  de  um  farmacóforo  de
interesse.  Neste  trabalho nós  priorizamos a  vasta  gama química  presente  em
extratos de microorganismos e plantas brasileiras de modo a encontrar através de
abordagens físico-químicas frações e extratos que apresentaram, de algum modo,
indícios de ligação à proteína PBP2x de  S. pneumoniae. Eles foram analisados
quanto a sua composição química e o composto ativo foi, na maioria das vezes,
identificado  através  de  colaboração  com  o  grupo  da  Dra.  Daniela  Trivella  no
LNBio. Por encontrar-se ainda em processo de aperfeiçoamento com contratação
de pessoal e novos equipamentos o presente trabalho, juntamente com outros que
vêm sendo desenvolvido no laboratório, contribuiu de forma significativa para o
desenvolvimento da plataforma de descobrimento e desenvolvimento de novos
fármacos além de ser uma linha de investigação pioneira do grupo em Campinas.
Ao  longo  das  investigações  foi  constatado  que  as  diferentes  abordagens
espectofotométricas utilizadas na detecção da inibição do domínio TP idealmente
devem sempre ser acompanhadas por outras técnicas confirmatórias de modo a
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evitar falsos positivos. Nesse sentido, ao longo do desenvolvimento dessa tese foi
criado um pipeline de técnicas ortogonais para confirmação dos HITS iniciais que
pode servir como base para futuras investigações. Além disso, a ausência de um
ensaio de atividade comercial para a atividade de transpeptidase também é um
fator a ser relevado nesse tipo de investigação e a cristalografia de raios X é um
importante aliado aos ensaios confirmatórios sendo que o acesso a esta técnica
através de um bom modelo cristalográfico e a disponibilidade de uso contínuo de
luz síncrotron são essenciais para este tipo de investigação.
Esse trabalho, pioneiro no Brasil, em que técnicas inovativas e plataformas recém
estruturadas  no  Centro  Nacional  de  Pesquisa  em  Energia  e  Materiais  –
Laboratório  Nacional  de  Biociências  (CNPEM-LNBio)  contribuiu  para  o
desenvolvimento  e  a  padronização  de  métodos  de  identificação  de  novas
moléculas  com  potencial  farmacológico  em  bibliotecas  de  produtos  naturais.
Foram  utilizadas  técnicas  e  plataformas  estado-da-arte  como  STD-RMN,
laboratório  de bioensaios do LNBio e o acelerador  de partículas síncrotron do
Laboratório  Nacional  de  Luz  Síncrotron   (LNLS).  Na  busca  por  evidências
estruturais  da interação entre a proteína PBP1b de  S. pneumoniae  e os HITS
identificados  foram  coletados  aproximadamente  90  conjunto  de  dados
cristalográficos, evidenciando assim o grande potencial que o centro de pesquisa
fornece  no  processo  de  identificação  de  novas  moléculas  com  potencial
terapêutico.  Nesse  trabalho  também  foi  utilizado  a  técnica  de  “pescaria
cristalográfica” uma recente abordagem em que frações e extratos não purificados
são utilizados nos ensaios de soaking de modo a obter-se a estrutura do composto
ativo através de cristalografia de raios-X. As moléculas ativas se difundem pelos
canais de solvente dos cristais até atingirem o sítio ativo, devido a redundância do
posicionamento dessas moléculas de acordo com sua afinidade pelo sitio suas
densidades eetrônicas são visíveis no modelo final e sua natureza química pode
ser desvendada.
Diante  do  exposto,  o  presente  trabalho  conseguiu  alcançar  um  importante
progresso na triagem de novos compostos com potencial antibacteriano através
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da inibição específica do domínio TP das proteínas PBPs. De forma inovadora,
utilizando-se  de  equipamentos  de  alta  tecnologia  e  em  colaboração  com
especialistas  de  diversas áreas  foi  possível  obter  uma caracterização inicial  a
partir de bibliotecas de produtos naturais, nunca antes triada para esse importante
alvo bacteriano, de frações e compostos com potencial farmacológico. Além disso
o trabalho teve um papel  essencial  no desenvolvimento e aperfeiçoamento da
metodologia,  recém  implementada  no  centro  de  pesquisa,  em  relação  ao
descobrimento  de  novos  compostos  com  potencial  terapêutico.  Os  resultados
obtidos  até  o  momento  servirão  de  ponto  inicial  para  investigações  de
aplicabilidade de cada uma das moléculas ou frações encontradas como HIT, bem
como serão utilizados como referencial para as novas triagens a serem realizadas
no  que  diz  respeito  à  experiência  obtida  nas  diferentes  fases  de  triagem,
confirmação e identificação de pontos de checagem que se mostraram essenciais
para a prevenção da continuidade de esforços com falsos positivos. Além disso, o
composto  que  mostrou-se  sendo  capaz  de  interagir  com a  PBP2x  através  de
ensaio  de anisotropia de  fluorescência  e Ressonância  Magnética Nuclear  está
sendo caracterizado em nosso laboratório e poderá em breve confirmar-se como
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